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1. Estado actual del conocimiento acerca del envejecimiento vascular.
Hace  ya  más  de  cien  años,  en  el  siglo  XIX,  se  sabía  que  el  sistema  cardiovascular  es
determinante en el envejecimiento. Citando a Sir William Osler (1849-1919): “a man is only as old as
old as his arteries” (un hombre es tan viejo como lo son sus arterias)1. A lo largo de los años, este
aforismo  ha  sido  respaldado  por  estudios  que  demuestran  que  el  riesgo  de  sufrir  enfermedades
cardiovasculares (ECV) incrementa a medida que envejecemos2,3.
El envejecimiento es un proceso multifactorial caracterizado por alteraciones de diversas vías
metabólicas, pérdida progresiva de integridad fisiológica y pérdida gradual de la homeostasis de los
tejidos.  Éste  proceso  incrementa  la  susceptibilidad  a  las  patologías  e  incrementa  la  mortalidad  en
consecuencia al provocar una disminución en la funcionalidad de diversos tejidos y órganos 4-6. A día de
hoy  el  envejecimiento  del  sistema  cardiovascular  es  a  día  un  fenómeno  multifactorial  de  gran
complejidad que aún no ha sido comprendido en su totalidad7,8, aunque es bien conocido que conlleva
cambios estructurales y funcionales como lo son la disfunción endotelial y el remodelado vacular 7,8.
Asimismo,  se  ha  demostrado  que  se  trata  de  un  proceso  común  a  todos  los  mamíferos,
independientemente de la presencia o ausencia de otros factores de riesgo cardiovascular9. 
Es bien sabido que el envejecimiento cardiovascular es un fenómeno global de alta importancia
social, sanitaria y económica. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), las ECV asociadas al
envejecimiento son las principal causa de muerte a nivel mundial. Según un informe de la OMS, se
calcula que en 2012 murieron 17,5 millones de personas debido a ECV, una cifra que supone el 31% de
las  muertes  registradas  en todo el  mundo ese año. De todas  estas  muertes por  ECV, el  42% (7,4
millones) fueron debidas a cardiopatía coronaria, mientras que el 38% (6,7 millones) fueron causadas
por accidentes vasculares cerebrales. No solamente se trata de enfermedades responsable de la mayor
mortalidad total registrada, también tienen una elevada prevalencia, ya que a los 40 años de edad, la
probabilidad de padecer una ECV cualquiera a lo largo de la vida es del 50%10.
Estas cifras de por sí evidencian la importancia del envejecimiento como factor de riesgo y de
las ECV,  pero además suelen encontrarse asociadas con otros problemas de salud. 
Entre los desórdenes mentales asociados al envejecimiento vascular encontramos la depresión y
la   ansiedad11.  La  depresión  se  haya  asociada  a  las  ECV, de  forma  que  padecerla  incrementa  la
posibilidad de sufrir ECV en un 50%12,13. Asimismo se sabe que el 29% de los pacientes de infarto
sufren depresión hasta 10 años tras el evento cardiovascular14. La ansiedad incrementa en un 43% el
- 2 -
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riesgo de padecer un infarto de miocardio agudo15 y la ansiedad debida al infarto es, asimismo un dato
predictivo de posibles complicaciones cardíacas post-infarto16. 
Por  otro  lado, también  existen  evidencias  que asocian  el  envejecimiento  y  la  demencia.  Se
considera demencia la pérdida de función cerebral y habilidad cognitiva, y tiene como consecuencia la
pérdida de la habilidad para llevar a cabo las funciones básicas para el día a día 17. Entre los diferentes
tipos de demencia podemos citar el Alzheimer y la demencia vascular, entre otras muchas18. La redución
del flujo de sangre en el cerebro debida al envejecimiento vascular empeora la homeostasis cerebral 19  y
estudios  recientes  demuestran  que  los  pacientes  con  signos  de  demencia  y  con  historial  de  ECV
muestran  más  anormalidades  cardiovasculares  a  nivel  estructural  y  funcional  que  aquellos  que  no
presentan demencia20. También se ha demostrado que la demencia se haya asociada a diversas ECV
como la enfermedad coronaria, ya que existe una gran evidencia de que los pacientes que han padecido
enfermedad coronaria tienen más probabilidades de sufrir demencia21-25. Diversos estudios han sugerido
que las ECV alteran el flujo de sangre en los vasos más pequeños del cerebro26,27 generando problemas
en la homeostasis cerebral y en la barrera hematoencefálica, lo que puede establecer las bases para
desarrollar demencia28. 
Asimismo  existen  evidencias  de  asociación  entre  las  enfermedades  renales  y  las  ECV. La
enfermedad renal crónica (ERC), en concreto, se asocia a las ECV 29. Los pacientes con ERC sometidos
a  diálisis  padecen  una  tasa  de  mortalidad  por  ECV  del  40%30 y  además  de  factores  de  riesgo
- 3 -
Fig. 1. Muertes por enfermedad cardiovascular por cada millón de personas en 2012 en todo el mundo. Fuente: OMS
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cardiovasculares  tradicionales  (hipertensión,  diabetes…),  se  ha  asociado  el  estrés  oxidativo,  la
inflamación y el envejecimiento a la ERC31-34. Diversos estudios han sugerido que las ECV y la ERC se
encuentran asociadas a través de la inflamación, el estrés oxidativo, la fibrosis, la calcificación de las
paredes arteriales y la disfunción endotelial,  todos ellos factores asociados al envejecimiento 35,36.  De
hecho el sistema renina-angiotensina (SRA), capaz de generar múltiples cambios la vasculatura (entre
ellos afecta a la generación de óxido nítrico, estrés oxidativo e inflamación) es una de las candidatas a
ser el nexo patofisiológico entre las ECV y la ERC, y se ha visto que tratando a los pacientes con el
objetivo de regular esta vía metabólica les beneficia37,38.
Sin embargo, pese a todo lo que se ha descubierto ha existido la tendencia a generalizar en las
conclusiones a las que se han llegado, siempre suponiendo que lo que se ha descubierto que es válido
para los hombres, también lo es para las mujeres. Esto ha llevado a suponer que hombres y mujeres
envejecen de la misma forma y siguiendo la misma progresión a lo largo del tiempo, pero no ha sido
hasta hace poco tiempo que se ha empezado a plantear que esto no tiene porqué ser así. Hoy en día
podemos  encontrar  estudios,  tanto  pertenecientes  a  la  investigación  básica  como  clínica,  que
- 4 -
Fig. 2. Muertes por enfermedad cardiovascular en Europa comparando hombres y mujeres (datos por cada 100 000 habitantes). Fuente: Eurostat.
INTRODUCCIÓN
demuestran que el  envejecimiento cardiovascular  se de da forma diferente  en función del  sexo39-41.
Afortunadamente, con el creciente reconocimiento de la importancia de las diferencias asociadas al sexo
en ECV, el interés en investigar las ECV en mujeres ha crecido sustancialmente39,42.  Este interés ha
dando lugar a estudios cuyos resultados permiten afirmar que, si se excluyen los factores de riesgo
conocidos  para  el  envejecimiento  cardiovascular,  los  hombres  tienen  un patrón  de  envejecimiento
cardiovascular progresivo y mantenido, mientras que las mujeres presentan un punto muy claro que
establece un cambio en la velocidad de la progresión de este proceso: la menopausia43,44. 
Antes  de  llegar  a  la  menopausia  las  mujeres  son hemodinámicamente  más  jóvenes  que los
hombres,  pues  se  ha  demostrado  que  la  incidencia  de  ECV  se  da  más  tarde  en  mujeres
premenopausicas que en hombres de la misma edad, con una diferencia de aproximadamente 10 años
para la aparición de ECV7,39,42,45,46. Este mismo patrón se da en diferentes países y etnias, y se reproduce
en modelos animales de laboratorio, sugiriendo la existencia de un factor fisiológico común ligado al
sexo y excluyendo que se trate de algún tipo de influencia ambiental, como pueden ser factores socio-
económicos. 
- 5 -
Fig. 3.  Pirámide demográfica mundial de 1950, 2010 y proyecciones para 2050 y 2100. Fuente: The Economist.
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La población mundial está envejeciendo rápidamente y cabe esperar que haya cada vez más
personas con riesgo de padecer ECV. Según la OMS, entre los años 2000 y 2050 la población mayor de
60 años se duplicará desde el 11% al 22% de la población total, lo que en números absolutos significa
pasar de 605 millones de personas mayores de 60 años a 2000 millones. En el mismo periodo de tiempo
la cifra de octogenarios se incrementará 4 veces hasta alcanzar los 395 millones. Si a todo esto añadimos
que las mujeres viven un promedio de 6 a 8 años más que los hombres, queda patente la importancia de
estudiar el envejecimiento y el sexo como factores de riesgo cardiovascular y es imperativo averiguar
cómo y por qué existen diferencias asociadas al sexo.
2. Estructura de las arterias.
En esta tesis se van a describir las arterias de gran calibre y las de tamaño medio, pues son las
que revisten interés  en el  trabajo  experimental  realizado. Esto es  así  porque  las  arterias  de  mayor
tamaño, que conducen y distribuyen la sangre desde el corazón al resto del cuerpo, son las que sufren
los cambios más importantes durante el envejecimiento ya que deben atenuar los cambios de presión
debidos al ciclo cardíaco para así mantener una presión estable en el resto del sistema circulatorio y
deben distribuir correctamente la sangre para una correcta irrigación de los órganos.
Los  cambios  estructurales  y  funcionales  en  las  arterias  de  mayor  calibre  se  traducen  en
problemas  que  afectan  a  la  totalidad  del  sistema  circulatorio  y  son  de  los  primeros  procesos
fisiopatológicos que suceden durante el  envejecimiento7,8.  Hasta la fecha se ha descrito que existen
multitud de cambios durante el envejecimiento en las arterias de mayor tamaño, pero no es así en el
caso de las arterias de resistencia ni los capilares arteriales48, en las que los cambios documentados no
son claros. Por estas razones hemos trabajado con arterias de gran calibre y por ello son las que se
tratarán en la presente tesis47.
2.1. Consideraciones generales:
Las arterias se encargan de distribuir la sangre oxigenada por todo el cuerpo (con la excepción
de las arterias pulmonares) desde los ventrículos. Cada arteria está compuesta de tres capas: íntima,




La capa íntima está compuesta por el endotelio, formado por una monocapa de células que
tapizan la luz de la arteria y cuya forma suele ser fusiforme en sentido paralelo al flujo sanguíneo.
Asimismo,  la  capa  íntima  consta  de  la  lámina  basal  o  capa  subendotelial,  formada  por  tejido
fibroconectivo  y  elástico  laxo.  Esta  capa  puede  llegar  a  ser  muy  compleja  y  presentar  diferentes
variaciones en las arterias más pequeñas, los capilares arteriales. En estos capilares puede ser una capa
continua (p.ej., si se encuentra en músculo), sinusoidal (p.ej., en el hígado) o fenestrados (p.ej., en el
pancreas) dependiendo de su función.  Esta clasificación puede llegar a ser mucho más compleja si
tenemos en cuenta las particularidades de cada tipo de capa íntima debida a su función y debido a en
que órgano se encuentra, pero en la presente tesis se van a tratar las arterias de mayor calibre y por ello
no se profundizará más en este aspecto.
2.1.2. Capa media:
La capa media se separa de la capa íntima y de la capa adventicia por dos láminas elásticas, la
lámina elástica interna y la lámina elástica externa, respectivamente. Esta capa está formada por células
musculares lisas y tejido conectivo extracelular o matriz extracelular producida principalmente por estas
mismas células. Dicha matriz extracelular está compuesta en su mayor parte por colágeno y por varias
láminas de elastina (de menor calibre que la lámina elástica interna y la externa) que se van alternando
con múltiples capas de células musculares lisas concéntricas en las arterias de mayor calibre. 
2.1.3. Capa adventicia: 
La  capa  adventicia  está  formada  principalmente  por  colágeno  y  fibroblastos  que  se
entremezclan con el  tejido conectivo que da soporte a la  arteria.  También pueden haber presentes
estructuras como pequeños vasos o fibras nerviosas, y diversos tipos celulares como macrófagos, o
linfocitos en esta capa.
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2.2. Tipos de arterias:
Las arterias se pueden dividir en cuatro grupos: las grandes arterias de tipo elástico, las arterias
medianas de tipo muscular, las pequeñas arteriolas de resistencia y los capilares arteriales.
Las arterias elásticas salen del corazón e incluyen la aorta y las principales ramas que se derivan
de  ella,  como  la  arteria  braquioencefálica,  la  carótida  común,  las  ilíacas  comunes  y  la  subclavia.
Asimismo, la arteria pulmonar también es de este tipo. Estas arterias tienen la función de conducir la
sangre desde el corazón a las arterias musculares para la distribución de la sangre oxigenada (excepto en
el caso de la arteria pulmonar), por ello las arterias elásticas reciben grandes cantidades de sangre del
corazón, que las somete a diferentes presiones debido a la contracción y relajación de dicho órgano
durante el ciclo cardíaco. Las arterias elásticas tienen la función de ayudar a mantener una presión
sanguínea estable y continua en el árbol arterial, mitigando los efectos de los latidos del corazón en los
cambios de presión sanguínea en las arterias musculares, arteriolas y capilares arteriales. Para cumplir su
función, las arterias elásticas suelen tener un gran calibre (más de 1 cm de diámetro en humanos) y una
pared arterial fina en relación a su diámetro.
2.3. Estructura de las arterias elásticas:
En la  descripción de las  arterias  elásticas se tomará como modelo la  aorta,  por  ser  la  más
representativa y la que más concierne a la presente tesis. 
2.3.1. Capa íntima de las arterias elásticas:
La capa íntima suele tener un grosor de alrededor de 100 μm en humanos, y está formada por
una monocapa continua y bien cohesionada de células endoteliales fusiformes orientadas para oponer la
menor  resistencia  posible  al  flujo  sanguíneo.  La  lámina  basal  sobre  la  que  se  asientan  las  células
endoteliales está compuesta de colágeno, fibras elásticas, algunos fibroblastos dispersos y unas pocas
células musculares lisas orientadas longitudinalmente y macrófagos en la parte más interna de esta capa.
Los macrófagos se encargan de la fagocitosis, la limpieza y la acumulación de lípidos en esta capa. Esta
capa se ve profundamente alterada bajo condiciones patológicas.
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2.3.2. Capa media de las arterias elásticas:
La capa media de las arterias elásticas tiene alrededor de 500 μm en humanos y está formada
por capas concéntricas de células musculares lisas alternadas con láminas formadas por elastina. El
número y grosor de estas capas concéntricas varia con la edad. Cada una de estas capas concéntricas
mide aproximadamente 15 μm en humanos y tienen la función de transmitir la tension y resistir la
separación. Esta capa carece de fibroblastos en condiciones normales, pues la células musculares lisas
sintetizan todos los componentes de la matrix extracelular. Si comparamos las arterias elásticas con las
musculares, para una misma área las elásticas tienen menos cantidad de células musculares lisas. En
humanos, la aorta tiene un peso seco de un 20% de células musculares lisas y un 60% de colágeno y
fibras elásticas, con más fibras elástica en la región torácica de la aorta y más colágeno en la región
abdominal.
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Fig. 4. Estructura de las arterias elásticas. Se muestra una sección de corte transversal. Fuente: Anatomy and 
Physiology textbook, Rice University.
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2.3.3. Capa adventicia de las arterias elásticas:
La capa adventicia  es  relativamente  fina y su  función principal  es  contribuir  a  mantener la
correcta forma de la arteria, ayudando a que no se dilate en exceso. Asimismo puede contener los vasa
vasorum, pequeños vasos que ayudan a mantener irrigadas las capas más exteriores de los grandes vasos
y  también  pueden  presentar  pequeños  vasos  linfáticos.  A  través  de  esta  capa  también  se  pueden
encontrar fibras nerviosas, fibroblastos, macrófagos, células dendríticas, linfocitos T y B, mastocitos,
eosinófilos y neutrófilos dependiendo del estado fisiopatológico de la arteria.
El  tipo  celular  que  encontramos  más  comúnmente  en  esta  capa  es  el  fibroblasto.  Los
fibroblastos  de  la  adventicia  son  capaces  de  reaccionar  a  múltiples  estímulos,  participando  en  el
remodelado vascular, la respuesta inflamatoria y el crecimiento celular.
2.4. Estructura de las arterias musculares:
Las arterias musculares también son llamadas de distribución, de acuerdo con su función más
importante. Son arterias musculares la mayor parte de las arterias visibles a simple vista (excluyendo las
mencionadas previamente como elásticas). Estas arterias son capaces de llevar a cabo una contracción
activa con el objetivo de controlar el flujo sanguíneo hacia órganos concretos. Su diámetro varia desde
aproximadamente 1 cm hasta 0,05 cm y tienen paredes relativamente gruesas comparándolas con su
diámetro. Proximalmente se unen a las  arterias  elásticas, mientras que distalmente se continúan en
arteriolas.
2.4.1. Capa íntima de las arterias musculares:
La capa íntima de las arterias musculares se asemeja a la descrita para las arterias elásticas. Está
formada por una monocapa de células endoteliales fusiformes paralelas al flujo de sangre. En los vasos
más pequeños la lámina basal del endotelio se une íntimamente a la lámina elástica interna que delimita
la  capa  íntima,  pero  los  vasos  de  gran  tamaño  pueden  presentar  una  pequeña  capa  subendotelial
consistente en fibras eláticas, colágeno y fibroblastos ocasionalmente.
El algunas de las mayores arterias musculares, como es el caso de las coronarias, esplénica y
renal, pueden haber unas pocas células musculares lisas dispuestas longitudinalmente. Algunas arterias
musculares, como la uterina, presentan una capa íntima desproporcionadamente gruesa.
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Un aspecto característico de las arterias musculares es una prominente lámina elástica interna,
que separa la íntima de la media. Dicha lámina es gruesa, está formada por fibras de elastina entretejidas
y en preparaciones histológicas suele mostrar un aspecto ondulado.
2.4.2. Capa media de las arterias musculares:
La capa media está formada principalmente por células musculares lisas en capas concéntricas
alternadas  con  láminas  elásticas  también  concéntricas.  En  humanos,  las  arterias  musculares  más
pequeñas constan de 3 a 4 capas de células musculares lisas, mientras aquellas que son más gruesas
pueden llegar a tener más de 40 de estas capas.
En la  matriz extracelular pueden haber presentes gran cantidad de proteoglicanos. Dado su
diámetro, las  arterias  intracraneales  presentan una capa media relativamente fina.  Las ramas de las
arterias pulmonares también tienen una capa media más fina de lo normal. Por otro lado, las arterias
sometidas a flexiones repetidas, como la umbilical y axilar entre otras, existe una capa en la zona interna
de  la  media  constituida  por  células  musculares  lisas  dispuestas  longitudinalmente  en  lugar  de
concéntricamente. 
Comparado con las arterias elásticas, las musculares tienen una capa media en que predominan
las células musculares sobre las fibras elásticas, aunque siguen estando presentes. Las láminas elásticas
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Fig. 5. Estructura de las arterias musculares. Se muestra una sección de corte transversal. Fuente: Anatomy and 
Physiology textbook, Rice University.
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suelen  ser  más  distinguibles  en  algunas  de  las  mayores  arterias  musculares  y  van  perdiendo
protagonismo a medida que disminuye el diámetro de las arterias. La capa elásticas externa separa la
media de la adventicia.
2.4.3. Capa adventicia de las arterias musculares:
La capa adventicia en las arterias musculares suele ser casi tan gruesa como la capa media. Está
constituida  en  su  mayor  parte  por  fibras  longitudinales  y  circulares  de  fibras  elásticas  y  colágeno.
Ocasionalmente, en arteria coronaria y arteria esplénica, puede haber algunas células musculares lisas en
esta capa. También pueden haber presentes fibras nerviosas. 
La adventicia  de estas  arterias  se mezcla  con los  tejidos de soporte  adyacentes al  vaso y a
menudo es difícil diferenciar el límite de cada uno. Aunque los vasa vasorum no son tan evidentes en
las arterias musculares como en las elásticas, también cumplen aquí un papel importante proveyendo de
nutrientes las capas más externas. 
3. Cambios estructurales en las arterias durante el envejecimiento.
La pared vascular, tanto de arterias elásticas como musculares, es un tejido dinámico que cambia
con el tiempo dependiendo de las condiciones fisiopatológicas49,50. Las células endoteliales se renuevan
lentamente, mientras que las células musculares lisas suelen hacerlo con más rapidez.
Se  han observado muchas  alteraciones  en  arterias  causadas  por  el  envejecimiento, como la
proliferación de la  íntima.  La proporción entre  la  capa íntima y la  media  de  la  arteria  carótida  se
incrementa  de  2  a  3  veces  entre  los  20  y  los  90 años  de edad7,51,  y  la  circumferencia  de  la  aorta
incrementa gradualmente con la edad51-53.
El envejecimiento altera de forma dramática el volumen y el contenido en la capa íntima de
ratas,  primates  y  humanos54-60.  Células  musculares  lisas  y  colágenos  de  tipo  I  y  de  tipo  III  se
incrementan de forma muy marcada en la capa íntima engrosada por la edad en ratas54 y los primates de
unos 20 años de edad también presentan una capa íntima en la que, bajo el endotelio, hay presente una
gruesa capa de células musculares lisas57,61.
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Estos cambios van acompañados de un incremento en la rigidez de la pared vascular62-65, que se
debe sobretodo a la acumulación de colágeno y a la degeneración del material elástico de la pared
arterial, es decir, del deterioro de la fibras de elastina65,66. También otros factores contribuyen a esto,
como la glicosilación de proteínas de la pared vascular y a la deposición de calcio67.
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Fig. 6. Esquema de un corte transversal de una arteria joven y sana. Fuente: Van Varik 2012
Fig. 7. Esquema de un corte transversal de una arteria envejecida. Fuente: Van Varik 2012
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Juntamente con esto se observa un fenotipo proinflamatorio o inflamación latente en la pared
de los  vasos  que acompaña al  envejecimiento  en mamíferos68,  y  se  sabe  que este  hecho agrava la
situación,  ya  la  inflamación  crónica  puede  empeorar  el  proceso  normal  de  envejecimiento 69-71.  La
inflamación puede ser el resultado de múltiples causas, como daños en el tejido de la pared vascular, un
sistema inmunitario envejecido que no siempre puede mantener limpio el organismo de patógenos y
células disfuncionales, la propensión de las células senescentes y disfuncionales de segregar citoquinas
proinflamatorias y problemas debidos a una autofagia deficiente, entre otros68.
Estas alteraciones tienen como resultado la activación de rutas metabólicas proinflamatorias y,
por  tanto,  la  producción  de  citoquinas  proinflamatorias68,72.  La  inflamación  también  se  ha  visto
vinculada a patologías que habitualmente se dan con la vejez, como son la obesidad y la diabetes de tipo
273 , y tiene un papel importante en la aterosclerosis74. De hecho, se observa aterosclerosis en grado
avanzado en autopsias de pacientes de avanzada edad, comparado con pacientes jóvenes52.
4. Cambios fisiológicos en la pared vascular durante el envejecimiento:
El endotelio mantiene el tono vascular bajo condiciones normales de homeostasis, sin embargo
los factores de riesgo cardiovascular van asociados a un endotelio disfuncional75-77. Cuando el endotelio
se vuelve disfuncional la pared arterial padece un estado crónico de inflamación acompañado de una
pérdida de factores antitrombóticos y produce menos cantidad de NO. Por otro lado se incrementan
los  factores  protrombóticos  y  vasoconstrictores,  y  la  arteria  se  vuelve  anormalmente  vasoreactiva
incrementando el riesgo de problemas vasculares78. 
El endotelio se vuelve disfuncional al envejecer, cuando en la pared de las arterias las rutas
metabólicas y la comunicación entre endotelio y musculatura lisa  se alteran 79.  El envejecimiento va
acompañado por un desequilibrio entre las señales de vasodilatación y la vasoconstricción generadas
por  el  endotelio. Este  desequilibrio  se  caracteriza  por  una disminución del  NO, así  como por  un
incremento de los productos de las ciclooxigenasas (COX)80-82. Este hecho tiene otros efectos, como el
incremento de las especies reactivas de oxígeno (ROS)82.
Se  ha descubierto que la  disfunción endotelial  que acompaña al  envejecimiento se asocia  a
enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis o la enfermedad coronaria83, pero también se da
junto a otras patologías como la disfunción eréctil84, la disfunción renal85, el Alzheimer86, la alteración de




El NO generado se produce mediante la actividad de la  NO sintasa (NOS) y este proceso
requiere el paso de L-arginina a L-citrulina por acción de la eNOS90.
La  producción  de  NO por  la  NOS ocurre  en  una  amplia  variedad  de  tipos  celulares  que
incluyen células epiteliales, nerviosas, endoteliales e inflamatorias. Existen tres formas de NOS, siendo
dos de ellas constitutivamente activas y dependientes del calcio - la endotelial (eNOS o NOS3) y la
neuronal (nNOS o NOS1) - y una inducible (iNOS o NOS2) en condiciones patológicas que es calcio
independiente.  En  las  neuronas,  el  NO  producido  por  la  nNOS  puede  funcionar  como
neurotransmisor,  atravesando  fácilmente  las  membranas  celulares  por  su  carácter  lipófilo.  Los
macrófagos sintetizan NO apartir de la iNOS para ayudar en la digestión de los microorganismos que
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Fig. 8. Esquema simplificado del efecto del NO sobre las células musculares lisas. El NO que se forma en el 
endotelio difunde hacia las células musculares, donde promueve la formación de GMPc, el cual limita la 
biodisponibilidad de Calcio promoviendo la relajación muscular. Fuente: Fortier 2014.
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han sido fagocitados. Cuando el NO es producido en las células endoteliales de los vasos sanguíneos,
vía eNOS, funciona como regulador paracrino del tono y remodelado vascular.
El propio flujo sanguíneo y su efecto sobre en endotelio producen la activación de la enzima
eNOS, adaptando el diámetro de la arteria al flujo de sangre. Además de esto, la eNOS se puede activar
por  moléculas  señalizadoras  como  bradiquinina,  adenosina,  factor  de  crecimiento  endotelial  o
serotonina92.
El  NO es  un  gas  con  una  vida  muy  breve  que  difunde  hacia  las  células  musculares  lisas
activando en ellas la enzima guanilato ciclasa, que produce guanosín monofosfato cícilico (GMPc) el
cual hace que la  arteria se dilate actuando sobre la  musculatura lisa91.  El mecanismo de acción del
cGMP soluble pasa por activar la proteina quinasa G, que fosforila una serie de proteinas que regulan la
concentración de calcio y la sensibilidad de la célula al calcio. De esta manera, el NO puede disminuir la
biodisponibilidad de calcio en las células del músculo liso, y disminuir su acción sobre los mecanismos
de contracción. Asimismo, el NO puede inducir hiperpolarización de la célula muscular mediante la
apertura de canales de potasio, que también relaja la musculartura lisa93.
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Fig. 9. Esquema simplificado del efecto del NO en la relajación de las células musculares lisas. El NO limita la 
biodisponibilidad de calcio para evitar la contracción y promover la relajación Fuente: Webb 2003.
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El NO también actúa en otros aspectos  de la  fisiología  de la  pared vascular,  inhibiendo la
inflamación,  la  proliferación  celular  y  la  trombosis.  Estas  funciones  vienen  dadas  en  parte  por  la
s-nitrosilación (un proceso por que cual se convierten tioles, entre ellos residuos de cisteína de las
proteínas, en s-nitrosotioles) en un amplio rango de proteínas, lo que reduce su actividad biológica94.
Algunas de las dianas moleculares de la s-nitrosilación son el factor de transcripción  NF-Кβ y proteínas
implicadas en el  progreso del  ciclo celular95.  Además el  NO es  capaz de limitar  la  actividad de la
fosforilación oxidativa en la mitrocondria96.
Uno de los mecanismos por los que se cree que se reduce la producción de NO durante el
envejecimiento es la disminución de L-arginina en las células endoteliales, el substrato de la eNOS. Se
ha visto que se incrementa la actividad de la arginasa, una enzima que degrada la L-arginina, y se ha
probado esta hipótesis mediante la inhibición de la arginasa, tras lo cual se mejora la vasodilatación por
NO97,98. 
También se ha descrito que algunos cofactores de eNOS pueden ser importantes en el cambio
de  su  función  fisiológica  habitual.  La  tetrahidrobiopterina  (BH4)  es  un  cofactor  necesario  para  la
producción  de  NO por  parte  de  eNOS y  se  ha  descrito  que  la  disminución  de  BH4 produce  el
desacoplamiento de eNOS99. Si no hay suficiente BH4 para que eNOS lleve a cabo la producción de
NO, la cantidad de éste se ve reducida y se generan ROS100. Diversos estudios clínicos han demostrado
que  los  pacientes  con  riesgos  caradiovasculares  (fumar,  diabetes,  edad  avanzada...)  y  patologías
cardiovasculares (enfermedad coronaria, aterosclerosis…) mejoran su función endotelial si cuentan con
unos niveles óptimos de BH4 101,102.
Estos cambios en la maquinaria de la eNOS llevan a la célula endotelial a sufrir una inhibición
de  la  eNOS o  a  su  desacoplamiento103,104.  El  desacoplamiento  de  la  eNOS supone  un  problema
fisiopatológico, pues la  eNOS desacoplada es aquella que es incapaz de catalizar la  reacción de L-
arginina a NO de forma óptima y en cambio acepta más electrones de los que seria habitual de la
NADPH y se los transfiere a otro substrato,  el oxígeno, para así generar O2- 105. Este incremento de las
especies reactivas de oxígeno (que se tratarán a continuación), no hace sino empeorar la situación, pues
el NO restante reacciona rápidamente con el O2-, siendo causa de la disminución de la vasorelajación
por la disminución de NO106-108. La generación del radical libre peroxinitrito  (ONOO -), por la reacción
de O2- y NO, genera una retroalimentación positiva con todos estos procesos, generando aún más estrés
oxidativo y desacoplando más unidades de eNOS109. 
Diversos estudios han hallado incrementado el nivel de peroxinitrito con la edad 110-112. Se ha
descrito este incremento a nivel  tisular  en aorta113 y  a  nivel  citosólico en proteínas mitocondriales,
especialmente de la cadena de electrones114. 
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Un incremento de 10 veces de NO y de O2-  se traduce en un incremento de la formación de
peroxinitrito en 100 veces y bajo condiciones proinflamatorias la producción de ambos puede ser aún
mayor, lo cual empeora estas cifras115.
Hay que tener en cuenta también que tanto el NO como el O2-  son altamente reactivos y de
vida corta y por tanto no pueden llegar muy lejos de su punto de origen. El peroxinitrito, por otro lado,
puede moverse entre células por canales de aniones116, 117. Así pues, el peroxinitrito es capaz de moverse
más que las moléculas que lo originan118-120 ya que su vida media es de unos 10 a 20 milisegundos,
suficiente para atravesar la membrana celular difundiendo en distancias de hasta dos células de la pared
vascular117.
El  peroxinitrito  actúa  mediante  dos  mecanismos  diferentes.  La  primera  se  da  mediante
modificaciones directas de oxidación por parte del peroxinitrito o de su forma protonada, el ácido
peroxinitroso (ONOOH)120.  La reactividad del peroxinitrito es selectiva, reaccionando con partes de
proteínas concretas como tioles, residuos que contienen hierro o azufre o dedos de zinc120. El segundo
mecanismo se  da  mediante  la  descomposición  del  peroxinitrito  en  los  radicales  libres  dióxido  de
nitrógeno (NO2) e hidroxilo (OH-)121,122 pero además el peroxinitrito reacciona muy rápidamente con el
CO2 formando nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO-2),  un radical muy inestable que se descompone
rápidamente en un radical de carbonato (CO-3) y dióxido de nitrógeno. El CO-3 es altamente reactivo y
lleva a cabo reacciones de oxidación citotóxicas117,121-126.
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Fig. 10. Formación de peroxinitrito causada por la interacción de la eNOS y la NADPH oxidasa. El NO producido por la 
eNOS reacciona con el anión superóxido producido por la NADPHox generando peroxinitrito. Fuente: Dusting 2005
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4.2. Especies reactivas de oxígeno:
El proceso de respiración aeróbica y la actividad de enzimas involucradas en el metabolismo
celular producen la energía necesaria para que funcionen las células, pero durante estos procesos, se
generan especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS son moléculas altamente reactivas químicamente
derivadas de la fusión de oxígeno con electrones oriundos de las reacciones enzimáticas. 
La teoria formulada por Denham Harman sostiene que las ROS contribuyen al envejecimiento
ya  que  son  radicales  libres  con  una  gran  capacidad  de  reacción  con  moléculas  de  su  entorno,
provocando su alteración127. Según esta teoría las ROS son capaces de dañar diversos mecanismos de la
maquinaria celular, en concreto las mitocondrias. Esto a su vez causa que las mitocondrias lleven a cabo
una fosforilación oxidativa ineficiente, produciendo aún más ROS y dañando más la maquinaria celular
que así a su vez produce más ROS128. 
El  incremento  de  estrés  oxidativo,  independiente  de  su  fuente  de  generación,  tiene  como
consecuencia diversos efectos tanto fisiológicos como patológicos. A nivel fisiológico, la señalización
redox y la generación controlada de ROS es necesaria para numerosos procesos celulares, incluyendo la
diferenciación celular adecuada, la regeneración de los tejidos y la respuesta inflamatoria 129. Por otro
lado, un desequilibrio entre la producción y metabolización de ROS, puede activar un gran número de
vías  de  señalización  a  través  de  la  rápida  interacción  de  estos  radicales  altamente  reactivos  con
moléculas de señalización celular. A continuación se enumeran brevemente algunos de los cambios más
importantes y por los cuales el incremento de estrés oxidativo regula la función vascular.
La fosfolipasa A-1 es activada por productos oxidados (H2O2, LDL oxidado, etc.) en células
endoteliales  y  en  células  musculares  lisas  de  la  vasculatura.  Esta  fosfolipasa  regula  genes
proinflamatorios  vasculares  (MCP-1,  ICAM-1)130,  y  participa  en  la  expresión  del  gen  ET-1,  un
vasoconstrictor inducido por angiontensina II (sobre la que se tratará más adelante).
El receptor activador de la proliferación del peroxisoma (PPAR), es un factor de transcripción
implicado en homeostasis energética e inflamación131-133.  Hay evidencia experimental de que PPARξ,
una de las isoformas de PPAR, actúa como ligando de productos derivados de procesos oxidativos e
inflmatorios como lípidos oxidados o la prostaglandina 15-dPGJ2, y actúa como factor de transcripción
en respuesta al estrés oxidativo134.
El factor de transcripción NF-Кβ se activa en respuesta al estrés oxidativo y tiene un papel
proinflamatorio y productor de estrés oxidativo en la disfunción endotelial135. En células musculares,
NF-Кβ forma parte de los factores de transcripción que regulan la proliferación136.  En enfermedades
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asociadas con la inflamación crónica, como artritis, asma o aterosclerosis, hay un aumento crónico del
estrés oxidativo y activación del NF-Кβ137.
Entre las ROS mas importantes para el sistema cardiovascular se destacan el anión superóxido
(O2-), el peróxido de hidrógeno (H2O2), el peroxinitrito (ONOO-) o el radical hidroxilo (OH-), entre
otros138.  Se  han  descrito  diversas  fuentes  que  generan  ROS  en  la  pared  vascular,  incluyendo  la
mitocondria,  la  nicotinamida  adenín-dinucleótido  (fosfato)  reducido  oxidasa  (NAD(P)Hox)  y  las
ciclooxigenasas (COX).
4.2.1. Mitocondria:
A causa de la  respiración en la  mitocondria  se  generan gran cantidad de ROS. Durante  el
proceso  de  la  respiración mitocondrial,  hay una  reducción del  oxígeno molecular  a  agua.  En este
proceso, los electrones son cedidos por NADH al complejo I (NADH deshidrogenasa) y por succinato
al  complejo  II  (succinato  deshidrogenasa).  La  coenzima  Q10,  un  transportador  de  electrones
liposoluble, incorpora los electrones de ambos complejos, reduciéndose a ubisemiquinona y ubiquinol,
para poder transportar estos electrones al complejo III (citocromo C reductasa), que los transmite a dos
moléculas de citocromo C, un transportador de electrones hidrosoluble del espacio intermembrana de
la  mitocondria.  El citocromo C lleva estos electrones al  complejo IV (citocromo C oxidasa),  y  los
transfiere al oxígeno, produciendo moléculas de agua. Todo este proceso se lleva acabo para alimentar
las bombas de protones y generar un gradiente que puede aprovechar la ATP sintasasa para formar
ATP, pero  no  siempre  es  un  proceso  perfecto  y  puede  producir  radicales  libres  como  el  anión
superóxido.
El paso entre el complejo III y la coenzima Q10 es uno de los puntos de generación de anión
superóxido58, así como el complejo I, al ceder directamente electrones al oxígeno molecular139-141.
Se ha visto que del total de oxígeno consumido por la mitocondria, del 2 al 4% se convierte en
anión  superóxido,  aunque  se  puede  incrementar  de  forma  notable  en  situaciones  fisiológicamente
anormales, o en el caso del envejecimiento y algunas patologías.
4.2.2. NAD(P)Hox:
La NAD(P)Hox es la principal fuente enzimática de anión superóxido (O2-) vascular142. Esta
enzima cataliza  la  reacción de oxidación de nicotinamida adenín-dinucleótido reducido (NADH) y
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nicotinamida  adenín-dinucleótido  fosfato  reducido  (NAPDH)  utilizando  oxígeno  molecular  y
produciendo H2O2 y O2-. La NAD(P)Hox se ha descrito como un complejo enzimático compuesto por
múltiples subunidades, siendo dos subunidades polipeptídicas que abarcan la membrana – la p22phox y
la gp91phox (o sus homólogos Nox), y al menos tres subunidades citosólicas p47phox, p67phox, y la
pequeña  proteína  G  Rac2  (o  Rac1).  Aunque  para  la  activación  de  la  NAD(P)Hox  se  necesita  la
asociación de los componentes citosólicos con los componentes asociados a la membrana, las Nox son,
en general, las subunidades funcionales de esta enzima y son variables dependiendo del tejido donde se
expresan143. Los niveles de Nox1 son bajos en las células vasculares, pero se pueden ver aumentados a
causa de estímulos por parte de agonistas, como factores de crecimiento derivado de plaquetas o la
Ang-II. La Nox2 se expresa en el endotelio, células de la capa adventicias de la vasculatura y células
musculares lisas142.  La Nox3 parece no tener una función conocida en la vasculatura, ya que se ha
encontrado de forma predominante  en  el  oído interno relacionada con estructuras  de  equilibrio  y
percepción de la gravedad. La Nox4 se expresa de forma constitutiva en células endoteliales y células
musculares lisas144. 
Aunque alguna de las Nox se encuentran de forma constitutiva en la pared del vaso – como la
Nox2 y la Nox4 – estas subunidades pueden ser reguladas por múltiples factores fisiopatológicos, como
cambios en la tensión o flujo sanguíneo, y por otras vías metabólicas, como la antes mencionada de la
Ang-II, que es capaz de aumentar la actividad de estas enzimas, así como su expresión145. Asimismo,
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Fig. 11. Estructura de la NADPH oxidasa. Fuente: Gardiner 2013.
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elementos derivados de la producción de ROS, como H2O2 y peróxidos lipídicos pueden generar una
retoralimentación positiva en la activación de la NAD(P)Hox en la pared vascular146.
4.2.3. Ciclooxigenasas:
Las  prostaglandina-endoperóxido  sintetasa  (PGHS),  o  cliclooxigenasas  son  enzimas
responsables de la formación de tromboxano (TXA2) y prostaglandinas como la prostaciclina (PGI2). 
En la pared vascular hay dos isoformas de COX que están íntimamente ligadas a la regulación
vascular. La COX-1 (o PGH1S) es considerada constitutiva y desempeña un papel importante en la
síntesis  de  los  prostanoides  para  propósitos  fisiológicos.  Esta  enzima  regula  funciones  como  la
protección gastrointestinal, la homeostasis vascular, la hemodinámica renal y la función plaquetaria. En
la célula, generalmente la COX-1 se encuentra en el citoplasma o cerca del retículo endoplásmico. Su
estructura presenta dos dominios, el que se une a la membrana está constituido por cuatro hélices que
forman un canal que permite la entrada del ácido araquidónico de la membrana al sitio de activación
enzimática.  En esta  región hay  dos  lugares  activos,  uno que  cataliza  la  ciclooxigenación y  otro  la
peroxidación147,148. 
Por otro lado, la COX-2 (o PGH2S) se trata de una forma inducible de COX en resupuesta a
algunos estímulos como citoquinas proinflamatorias148. La COX-2 regula la producción de prostanoides
que  participan  en  la  inflamación  y  en  otros  procesos  no  inflamatorios,  tanto  fisiológicos  como
patológicos147,149. En la célula, la COX-2 se encuentra fundamentalmente en la región perinuclear y en la
membrana nuclear148. 
Los prostanoides producidos por las COX ejercen diversas funciones fisiopatológicas y son
importantes reguladores de la homeostasia vascular. El TXA2 participa en los procesos de coagulación
y agregación plaquetaria,  pero también es un potente  vasoconstrictor. La PGI2,  en cambio, tienen
actividad  antiagregante  en  plaquetas  y  actúan  como  vasodilatador.  En  términos  generales,  las
prostaglandinas actúan sobre la resistencia vascular cortical renal, contribuyendo a regular la presión




PGI2 IP2 Vasodilatación e inhibición de la
función plaquetaria
PGE2 EP1 Broncoconstricción  y
contracción  del  músculo  liso
intestinal
EP2 Broncodilatación,  vasodilatación
y  relajamiento  del  músculo  liso
intestinal
EP3 Disminuye la secreción ácida en
el  estómago,  incrementa  la
mucosa estomacal, incrementa la
contracción del  músculo liso en
el estómago
PGF2α FP Broncoconstricción
La vía de las COX puede verse afectada por otras vías, por ejemplo se ha sugerido que el NO
inhibe la actividad de COX152. Se ha documentado en algunas patologías como la glomuronefritis, que la
producción de NO limita los niveles de COX-2153. En otros estudios se ha descrito un efecto dual o
bifásico, como en el caso de las células mesangiales que forman parte del glomérulo renal,  el NO
incrementa la expresión de COX-2 en células mesangiales en tiempos cortos (hasta 8 horas para el
ARN mensajero y hasta 24 horas para la proteína), pero más tarde actúa como inhibidor de COX-2154.
Por otro lado la via de la Ang-II, que se tratará a continuación, también puede actuar como mediador
proinflamatorio incrementando la expresión de COX2155. 
4.3. Angiotensina II:
El  principal  elemento del  SRA, la  angiotensina II  (Ang-II),  se produce como substrato del
angiotensinogeno gracias a cortes precisos en su secuencia mediante la acción de la renina y la enzima
convertidora  de  angiotensina  (ECA).  El  angiotensinógeno  es  una  α-2-globulina  constitutivamente
producido y liberado en la circulación sanguínea principalmente por el hígado. Es un miembro de la
familia de las serpinas, aunque no es conocido por inhibir otras enzimas, a diferencia de la mayoría de
las  serpinas.  Los  niveles  de  angiotensinógeno  plasmático  se  incrementan  por  corticosteroides,
estrógeno,  hormona  tiroidea,  y  niveles  de  Ang-II  plasmáticos.  El  angiotensinógeno  es  también
conocido como sustrato de la renina156,157.
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Tabla 1. Prostaglandinas y sus receptores. Se enumeran algunas de sus principales funciones. Elaboración própia.
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La renina rompe el enlace peptídico entre los residuos leucina y valina del angiotensinógeno,
creando un péptido de diez aminoácidos, la Angiotensina I (Ang-I). La renina se produce en los riñones
en respuesta a la actividad simpática renal, disminución de la presión arterial intrarenal en las células
yuxtaglomerulares, o disminución de suministro de iones de sodio y cloro a la mácula densa. Si menos
sodio  es  detectado  por  la  mácula  densa,  se  incrementa  la  liberación  de  renina  por  las  células
yuxtaglomerulares.  La  Ang-I  aparenta  no  tener  actividad  biológica  y  existe  únicamente  como  un
precursor de la Ang-II156-158.
La Ang-I se convierte en Ang-II a través de la eliminación de dos residuos C-terminales por la
ECA, expresada principalmente dentro del pulmón, pero también presente en las células endoteliales y
las células epiteliales de riñón. La ECA tiene una alta densidad en el pulmón, pero la activación en este
órgano no promueve la vasoconstricción, y la Ang-II está por debajo de los niveles fisiológicos de
acción156-158. La Ang-II se degradada a la angiotensina III (Ang-III) por angiotensinasas localizadas en
los glóbulos rojos de la sangre y los lechos vasculares de la mayoría de los tejidos. Tiene una vida media
en circulación de unos 30 segundos, mientras que en el tejido puede ser de hasta 15-30 minutos 159. La
Ang-II actúa como una hormona endocrina, autocrina y paracrina.
La  Ang-II  aumenta  el  tono  e  induce  la  remodelación  de  la  pared  vascular  mediante  la
estimulación de sus receptores en las células de la musculatura lisa vascular, que a su vez activa una
miríada  de  vías  de  señalización que  conduce  a  un aumento  en  los  niveles  de  calcio  intracelular  y
cambios  en  el  metabolismo  celular,  finalmente  causando  la  vasoconstricción  y  aumento  de  la
proliferación de la capa muscular lisa. Debemos añadir a esto que otros componentes de la vía de la
angiotensina,  como la  ECA actuan  degradando  moléculas  vasodilatadoras  como la  bradiquinina  a
fragmentos inactivos159. Además de los efectos hemodinámicos mencionados, la Ang-II promueve la
inflamación y la actividad profibrótica160. Por otro lado la Ang-II actúa en el intercambiador Na/H en
los  túbulos  proximales  del  riñón  para  estimular  la  reabsorción  de  ion  sodio  y  la  excreción  de
hidrógenión que está acoplado a la reabsorción de bicarbonato. Esto da como resultado un aumento
del volumen sanguíneo, presión y pH158. 
A nivel celular, la respuesta a Ang-II se da gracias a la expresión de dos receptores con siete
dominios  transmembrana  asociados  a  proteina  G, conocidos  como  receptor  de  Ang-II  de  tipo  1
(AT1R) y de tipo 2 (AT2R)161.  
El  AT1R  se  encuentra  presente  en  riñones,  sistema  nervioso  central  y  periférico,  sistema
cardiovascular, adipocitos, pulmones y ovarios, y actúa acoplado a proteína Gq vía fosfolipasa C. La
activación de fosfolipasa C conlleva que ésta hidrolice al fosfatidil inositol difosfato (PIP 2) en el interior
de  la  membrana  celular,  así  se  liberan  dos  segundos  mensajeros,  el  inositol  trifosfato  (IP 3)  y  el
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diacilglicerol (DAG). Mientras el IP3 estimula el aumento de calcio intracelular por entrada desde el
exterior mediante canales y por liberación desde el retículo sarcoplasmático, el DAG activa las quinasas
para que estas a su vez fosforilen a las proteínas contráctiles de las células. La consecuencia final del
incremento de Ang-II y su acción sobre el AT1R es un aumento intracelular de la concentración de
calcio  y  una  mayor  contractilidad  de  las  fibras  citoesqueléticas.  A  nivel  cardiovascular,  la  mayor
activación del AT1R aumenta la contractilidad y la frecuencia cardíaca y aumenta el tono vascular 159.
Ang-II estimula el crecimiento celular a través de AT1R mediante la fosforilación de tirosin quinasas,
MAP quinasas, la movilización de calcio intracelular y la producción de ROS158. Entre las quinasas que
fosforila se encuentran algunas proproliferativas como c-Src, JAK y PI3K162,163. En concreto c-Src está
implicado en el incremento de la contractilidad, el tono vascular y la migración en células musculares
lisas de la vasculatura164,165 y activa diversas dianas moleculares de importancia como MAP quinasas,
PI3K  o  NAD(P)Hox  que  por  su  parte  actúan  promoviendo  la  supervivencia,  el  metabolismo
energético, la reorganización del citoesqueleto y previniendo la aopotosis164,165.
Por otra parte, el receptor AT2R se encuentra presente en la médula adrenal,  útero, ovario,
endotelio  vascular  y  diversas  áreas  del  cerebro.  El  AT2R  interactúa  con  el  receptor  de  AT1R
modulando sus acciones, y en muchos casos, actuando como antagonista de su activación. En términos
generales,  la activación del AT2R por la Ang-II promueve la vasodilatación y mejora los efectos del
remodelado  causados  por  la  activación  del  AT1R158.  El  AT2R  también  ejerce  una  acción
cardioprotectora en el caso de isquemia-reperfusión o infarto de miocardio al inhibir la fibrosis post-
isquemia159.
La Ang-II se encuentra asociado al  envejecimiento porque promueve la senescencia  celular,
incluyendo cambios fisiológicos y estructurales relacionados con enfermedades vasculares exacerbando
el estrés oxidativo al unirse a su receptor AT1R166. Se ha demostrado que los ratones que carecen de una
de las  isoformas del  AT1R (AT1RA) viven de forma normal  y son más longevos que los ratones
control167. Asimismo, la carencia de este receptor hace que estos ratones desarrollen menos alteraciones
estructurales en la vasculatura, sufran menos estrés oxidativo y tengan mitocondrias más funcionales
durante el envejecimiento167. Otros estudios muestran que aquellos ratones que no poseen receptores
AT1R no desarrollan daños cerebrales vasculares asociados al envejecimiento por ROS168. Por  otro
lado,  la  inhibición  de  la  vía  de  la  angiotensina  es  capaz  de  revertir  cambios  estructurales
cardiovasculares  en  ratas  hipertensivas.  Se  ha  sugerido  que  esto  es  debido  a  la  disminución  de  la
expresión de la NAD(P)Hox, disminuyendo el estrés oxidativo169.
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El tratamiento crónico con inhibidores de las ECA o con bloqueadores de los receptores de
Ang-II  reduce  los  efectos  dañinos  asociados  al  envejecimiento  en  la  vasculatura,  por  ejemplo
preservando las mitcondrias renales y previniendo así el daño renal170.
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Fig. 12. Sistema Renina-Angiotensina. Elaboración propia.
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5.  El  papel  de  los  microARNs  en  los  cambios  estructurales  en  las  arterias  durante  el
envejecimiento.
5.1. Consideraciones generales:
Los  microARNs  (miRs),  son  pequeños  ácidos
ribonucleicos (ARN) no codificantes (no se traducen en
proteínas) de entre 18 y 25 nucleótidos de longitud. Los
miRs  son  principalmente  transcritos  por  la  ARN
polimerasa en precursores (llamados pri-miR) de mayor
tamaño del que tendrán los miRs maduros. Luego los pri-
miRs  serán procesados  por  la  ribonucleasa  de  tipo  III
Drosha  para  producir  pre-miRs,  que  serán  llevados  al
citoplasma  por  exportinas.  En  el  citoplasma  la
ribonucleasa de tipo III Dicer procesará los pre-miR para
producir duplex de miRs, que separará la Helicasa para
producir  miRs  maduros  que  se  unirán  al  complejo
RISC171. 
Está descrito que los miRs tienen capacidad de
regular  la  transcripción,  ya  que  son  capaces  causar  la
degradación  de  ARNs  concretos,  o  bien  pueden
disminuir la transcripción de un gen a su correspondiente
ARN mensajero actuando en la region reguladora situada
a 3’ de dicho gen por complementariedad de bases172.
Se han descubierto más de 1000 ARNs en células
humanas. Cada miARN tiene la capacidad de interactuar
con diversos genes, y cada gen puede ser regulador por
diversos  miR.  Siendo  reguladores  negativos  de  la
transcripción, los miR participan en diferentes procesos,
tanto  fisiológicos  como  patofisiológicos,  incluyendo
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Fig. 13. Síntesis de miR. Fuente: Bartel 2004
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diferenciación,  proliferación,  apoptosis  y  migración  celulares,  así  como  la  homeostasis  y  también
diversas patologías173,174.
Dada la versatilidad en la función de los miR, es fácilmente comprensible que sean capaces de
formar parte de la senescencia  celular y el  envejecimiento del organismo, teniendo un papel en las
patologías relacionadas con el envejecimiento175,176. 
Se ha sugerido que el perfil de expresión de miRs se encuentra fuera de la normalidad durante la
senescencia celular177-179. Algunas rutas metabólicas reguladas por miR, com la vía de la insulina o la ruta
de  AKT/mTOR entre  otras,  se  asocian  con  patologías  cardiovasculares177-179,181.  A  nivel  celular,  la
senescencia se asocia con cambios fenotípicos y funcionales en el sistema cardiovascular, promoviendo
alteraciones en la vasculatura dependientes de la edad174.
5.2. miRs y pared vascular:
Al ser sometido a diferentes estímulos (citoquinas proinflamatorias, estrés oxidativo, daño, etc.)
la función del endotelio puede verse afectada y se sabe que el envejecimiento es un factor capaz de
causa  este  efecto.  Esto  puede  provocar  cambios  en  la  proliferación,  migración,  inflamación  y
senescencia de las células de la pared vascular182.
Se sabe que exiten muchos miR que afectan a la pared arterial, pero solamente vamos a hacer
referencia brevemente algunos que atañen a esta tesis.
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Fig. 14. Regulación de la transcripción por parte de miRs. Fuente: Bartel 2004
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5.2.1. miR-21:
miR-21 actúa en múltiples aspectos de la fisiología de la pared vascular. En endotelio miR-21 es
capaz de disminuir la apoptosis regulando la fosforilación de AKT, así como regulando la actividad de
PTEN183, ambas enzimas clave en la vía AKT/mTOR. También es capaz de regular la fosforilación de
eNOS y por tanto actuando sobre la producción de óxido nítrico (NO)184.
También  limita  la  transducción del  ARN mensajero  de la  enzima  PPARα,  promoviendo la
inflamación al incrementar la expresión de VCAM-1 y de CCL2 al regular positivamente el factor de
transcripción AP-1185.
Tras una lesión realizada por un cateterismo, miR-21 es uno de los miR más abundantes en la
pared vascular y puede incrementar la capacidad de migración de las células musculares lisas, así como
su capacidad de proliferación. Esta función la lleva a cabo junto con TSP-1, así como inhibiendo c-
Ski186,187. c-Ski es una molécula que se expresa en células musculares lisas y que se ha descrito que limita
la  hiperplasia  de la  íntima tras  una lesión188.  TSP-1 es una proteína  que se encuentra en la  matrix
extracelular y que regula el fenotipo celular durante la síntesis de tejido y su reparación, facilitando la
actividad de citoquinas, factores de crecimiento, componentes de la matriz extracelular y proteasas180.
Por tanto, en células musculares lisas de origen humano, una baja expresión de miR-21 inhibe de forma
significativa la proliferación y migración189,190.
Por otro lado, miR-21 actúa de forma diferente en células endoteliales, pues inhibe su
proliferación a través de RhoB. Lleva a cabo esta función por la vía por la que actúa la inhibición del
crecimiento provocada por la rapamicina191.
En  pacientes  se  ha  visto  que  miR-21  se  encuentra  regulado  positivamente  en  las  placas
ateroscleróticas y que ayuda a que las células musculares lisas proliferen en este entorno fisiopatológico
mediante la regulación del factor de transcripción Notch2192. También se ha encontrado que miR-21 se
encuentra exacerbado en pacientes con patologías en arterias periféricas193.
5.2.2. miR-221/222:
miR-221  y  miR-222  se  encuentran  en  tándem  en  el  crosomoma  X,  se  encuentran  muy
conservados y son prácticamente homólogos de modo que se tratarán como uno mismo194.
miR-221/222 se encuentra implicado en la regulación positiva de la apoptosis y la senescencia
en células  endoteliales  mediante  la  inhibición de p21195.  Además tiene un efecto antiproliferativo e
- 29 -
INTRODUCCIÓN
inhibe la migración en células endoteliales. Sin embargo tiene un efecto opuesto en células musculares
lisas, promoviendo la proliferación y la migración, e inhibiendo la apoptosis y la diferenciación. Se ha
sugerido  que  esto  puede  deberse  a  un  diferente  patrón en  la  expresión de  algunas  de  sus  dianas
moleculares, como lo son p27, p57 y c-kit152,196,197. 
Se ha observado que el tratamiento con miR-221/222 promueve la deposición de calcio197 y que
su transcripción se encuentra disminuida en pacientes con patologías en las arterias periféricas193.
5.2.3. miR-143/145:
Los miR 143 y 145 van a ser  tratados de forma conjunta igual  ya que se encuentran muy
próximos en el cromosoma 5 y se transcriben conjuntamente198.
miR-143/145 promueven la diferenciación de las células musculares lisas, mientras que inhiben
su  proliferación  y  se  encuentran  regulados  negativamente  en  vasos  dañados  o  que  presentan
aterosclerosis. 
La  proteína  supresora  de  tumores  p53  promueve  la  maduración  post-transcripcional  de
miR-143/145, contribuyendo al papel antiproliferativo de p53199.
6. El sexo como factor de riesgo en el envejecimiento cardiovascular:
El sexo supone un factor de riesgo cardiovascular independiente durante el  envejecimiento.
Esto  se  ha  descrito  en  la  prevalencia  y  mortalidad  de  diferentes  ECV, por  ejemplo  los  hombres
muestran mayor prevalencia de ECV asociadas a una vasculatura envejecida como es el  caso de la
cardiopatía coronaria, que es la principal causa de muerte a nivel mundial200-207.
Las diferencias  sexuales  en cuanto a la  incidencia  de las  ECV son más  evidentes a  edades
jóvenes y de mediana edad (25 a 50 años) que a edades más avanzadas, cuando los índices de ECV se
van equiparando208. En personas de mediana edad (25 a 50 años) la probabilidad de padecer una ECV
es de 2 a 5 veces mayor en hombres que en mujeres208,209. Asimismo, la mortalidad por ECV es 5 veces
mayor en hombres que en mujeres208. Si se excluyen de estas estadísticas otros factores de riesgo, como
el tabaquismo, la diabetes, la obesidad, la hipertensión o el colesterol, se puede sugerir que el sexo es un
factor de riesgo independiente para las  ECV al  menos hasta alcanzar edades avanzadas (85 o más
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años)208.  En el caso de la mortalidad, el sexo del individuo supone un 60% de las diferencias entre
hombres y mujeres antes mencionada208. Esto es así en las personas jóvenes y de mediana edad (25 a 50
años), pero va cambiando a medida que envejecemos, puesto que de los 50 a los 60 años el sexo es un
factor de riesgo independiente que justifica por si mismo un 47% de las diferencias en prevalencia y un
46% en mortalidad debido a ECV observadas una vez eliminados el resto de factores de riesgo. Estas
diferencias asociadas al sexo disminuyen a un 35% y un 39%, respectivamente, en personas de más de
60 años de edad, y llegan a invertirse a edades muy avanzadas (más de 85 años), aunque esta inversión
en la tendencia no llega a ser significativa en ningún caso208,210.
Sin  embargo,  a  pesar  de  la  evidencias  epidemiológicas,  hay  una  preocupante  falta  de
información respecto a los mecanismos que producen las diferencias sexuales en el inicio y progresión
de las ECV. La recogida sistemática de datos acerca de problemas cardiovasculares en mujeres se ha
llevado a  cabo de  forma importante  solamente  en las  últimas  2  o  3  décadas 211,  y  los  estudios  de
investigación  básica  sobre  este  tema  aún  son  limitados  y  controvertidos.  Es  necesario  recabar
información acerca de como el sexo puede suponer en si mismo un factor de riesgo cardiovascular,
para así mejorar el tratamiento de los pacientes, así como para poder llevar a cabo terapias preventivas y
una correcta educación en la prevención de enfermedades asociadas al envejecimiento vascular.
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Esta tesis tiene como hipótesis  que el sexo es un factor importante en la regulación de los
mecanismos patofisiológicos que se dan durante el envejecimiento vascular y por tanto también en los
cambios  funcionales  y  morfológicos  que les  acompañan.  Por  ello  hembras  y  machos  no siguen el
mismo ritmo ni padecen los mismos cambios a lo largo del envejecimiento vascular.
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“The true worth of an experimenter consists in his pursuing not only what he seeks in his experiment,




El objetivo de esta  tesis  es  determinar  los  mecanismos responsables de las  alteraciones  del
fenotipo en aquellas células vasculares que puedan contribuir a la disfunción y remodelado vasculares
en  fases  tempranas  del  envejecimiento,  cuando  las  consecuencias  de  estas  alteraciones  aún  no
representan  entidades clínicas  pero sí  que son sus potenciales  precursoras. Para cumplir  con estos
objetivos hemos separado esta tesis en tres grandes tareas distintas:
1)  Determinar  los  mecanismos  responsables  de  los  cambios  de  fenotipo  de  las  células
musculares lisas vasculares que contribuyen al remodelado vascular en un modelo animal de senescencia
acelerada.
2)  Determinar  las  diferencias  asociadas  al  sexo en  la  progresión  de  la  disfunción  vascular
durante el envejecimiento, así como los mecanismos involucrados, con especial énfasis en el papel de la
Ang-II.
3) Determinar las diferencias asociadas al sexo en la progresión del remodelado arterial durante
el envejecimiento, así como sus mecanismos asociados.
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1. Modelos murinos de envejecimiento:
Con el objetivo de determinar los mecanismos de senescencia vascular y las diferencias asociadas
con el  sexo en  la  progresión  del  envejecimiento  vascular,  se  utilizaron  dos  modelos  diferentes  de
ratones.
1.1. Modelo de Senescencia acelerada:
Se  estudiaron  ratones  hembras  propensos  a  la  senescencia  acelerada  (SAMP8,  senescent-
accelerated mice prone)  a  los  7-8 meses  de edad y fueron comparados  a los  ratones hembras sin
propensión a la senescencia acelerada (SAMR1, senescent-accelerated mice resistant).  Esta edad fue
elegida en base a estudios preliminares de nuestro grupo de investigación que determinaron el inicio de
la senescencia vascular en SAMP8, pero no en SAMR1212.
1.2. Modelo de Senescencia cronológica:
Se estudiaron ratones machos y hembras de la cepa no consanguínea CD1 a 3 edades diferentes (3
meses, 7 meses y 12 meses) con el fin de determinar el curso de tiempo del inicio de la senescencia
vascular.   Con  el  fin  de  determinar  el  papel  del  sistema renina  angiotensina  en  el  envejecimiento
vascular, se trató un grupo de ratones CD1 (macho y hembras) con el antagonista AT1R, Losartan
(Sigma-Aldrich).  El Losartan fue administrado en el agua de beber (dosis: 0,6 mg/L) desde los 3 meses
de edad hasta los 12 meses de edad. Este tratamiento se basa en estudios previos213,214.
Los ratones SAMR/SAMP fueron obtenidos de la cría en el Parque Científico de Barcelona y los
ratones CD1 fueron obtenidos de los laboratorios Harlan y Charles River. Todos los animales fueron
mantenidos en el estabulario de la Facultad de Farmacia de la Universitat de Barcelona de acuerdo con
las guías institucionales (temperatura constante de 22ºC, ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, 60% de
humedad). Los protocolos experimentales fueron aprobados por el comité de ética de la Universitat de
Barcelona (Comitè Ètic d’Experimentació Animal – CEEA protocols: 134/12 y 583/14) y llevados a
cabo siguiendo la normativa establecida por la legislación española y por el  US National Institutes of
Health  Guide  for  the  Care  and Use  of  Laboratory  Animals  (Publicacion  NIH 85-23,  1996).  Se
permitió a los ratones envejecer naturalmente hasta la edad en que fueron estudiados, y que tuviesen a




En el  día  del  sacrificio, los  animales  fueron anestesiados  con pentobarbital  sódico  (40 mg/kg
intraperitoneal) y la aorta torácica fue aislada y preparada de acuerdo con el protocolo experimental
pertinente  en  cada  caso  (que  se  encuentran  descritos  en  cada  procedimiento).  Asimismo,  se
recolectaron muestras de sangre por punción cardíaca. Se centrifugó la sangre a 2500 g durante 15
minutos para obtener el suero que fue almacenado a -80ºC para su conservación hasta su uso.
2. Estudio de los mecanismos asociados al remodelado vascular durante el envejecimiento:
2.1. Determinación de marcadores de la senescencia en células vasculares: 
-  Incremento de la expresión de p53:  se determinó mediante  Western blot convencional.  Para este
protocolo, una cantidad igual de proteína de cada muestra (25 μg) se cargó en geles de acrilamida de
concentración progresivamente creciente  (del 4% al 12%) y se separó por SDS-PAGE, y luego se
realizó  la  transferencia  a  membrana  de  nitrocelulosa  en  el  sistema  de  transferencia  en  seco  iBlot
(Invitrogen, Thermo Fisher). Las membranas se incubaron toda la noche a 4ºC en PBS con 0,1% (v/v)
de Tween 20 y 5% (p/v) de leche desnatada en polvo. Se utilizó un anticuerpo primario monoclonal de
ratón contra p53 (Santa Cruz, sc-393031) diluido 1:1000. Tras 3-5 lavados con PBS con 0,1% (v/v) de
Tween,  se  incubaron  las  membranas  por  1h  a  temperatura  ambiente  con  anticuerpo  secundario
específico contra IgG de ratón (procedente de cabra) conjugado a peroxidasa de rábano en PBS con
0,1% (v/v) de Tween 20 y 1% (p/v). Después de 3-5 lavados adicionales con PBS con 0,1% (v/v) de
Tween se incubaron las membranas conun sustrato quimioluminiscente (Super Signal, Pierce, Thermo
Fisher) de acuerdo con los protocolos del fabricante. La señal quimioluminiscente fue medida mediante
el sistema de imagen LAS4000 (GE Healthcare). El análisis densitométrico de los Western blot se llevó
a cabo mediante el software ImageJ (NIH.gov). 
Al  final  del  primer  Western  blot,  todas  las  membranas  fueron sometidas  a  un “striping”  para
eliminar  el  anticuerpo  préviamente  utilizado  y  fueron  sometidas  a  nueva  incubación,  utilizando
anticuerpo monoclonal de ratón contra GAPDH en una dilución 1:2500 (Santa Cruz – sc-365062)
como control de carga. Los datos del análisis densitométrico se normalizaron por los valores obtenidos
en la densitometría del GAPDH.
- Determinación de la actividad β-Galactosidasa: se fijaron aortas torácicas intactas, así como células
musculares lisas procedentes de aortas torácicas de ratones SAMP8 y SAMR1, mediante un tampón de
fijación (2% paraformaldehido, 2% glutaraldehido, 70.4 mM Na2HPO4, 14.7 mM KH2PO4, 1.37 M
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NaCl, y 26.8 mM Kcl). Una vez fijadas, se realizaron lavados con solución salina tamponada con fosfato
(PBS)  y  se  sometieron  a  una  tinción  con  solución  de  X-gal  durante  la  noche  a  una  temperatura
constante de 37ºC, utilizando un kit comercial (Senescence Cells Histochemical Staining Kit #CS0030,
Sigma-Aldrich). Tras lavados repetidos con PBS,  se fotografiaron las aortas mediante cámara digital
(Panasonic Lumix DCM SZ10) y las células utilizando una cámara digital acoplada a un microscopio
invertido (Nikon Eclipse Ti).
2.2. Análisis morfométrico de las arterias elásticas (aorta) y musculares (femoral):
-  Medición  del  grosor  de  la  pared  arterial  (tinción  de  hematoxilina-eosina):  se  congelaron  aortas
torácicas en OCT freezing medium (VWR, Radnor, Pensilvania) y se obtuvieron secciones de 10 μM
utilizando un criostato (Leica, Alemania). Las secciones fueron fijadas en formaldehido al 3,7% durante
2 horas y luego se hidrataron brevemente en agua destilada, tras lo cual se incubaron en hematoxilina de
Gill (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) durante 10 minutos. Las muestras se lavaron brevemente en
agua corriente  hasta conseguir  la  diferenciación de la  tinción,  tras lo cual  se sumergieron en ácido
acético al 1% y se volvieron a lavar con agua seguida etanol de 96º. Tras los lavados las secciones de
aorta se incubaron en Eosina (Merk, Darmstadt, Alemania) durante 4 minutos para posteriormente
deshidratarlas mediante la inmersión en etanol absoluto y xilol. Finalmente las muestras se montaron
utilizando DPX (VWR, Radnor, Pensilvania) y se obtuvieron microfotografias. Se midió el grosor de las
arterias mediante Mac Biophotonic Image J Software. La medición del perímetro del vaso, así como de
la luz del vaso fueron tomadas como circunferencias. El diámetro del perímetro (Do) y de la luz (Di) se
calcularon mediante la siguiente ecuación:
Diámetro=
Perímetro de la circunferencia
π
Este  cálculo  asume  que  la  arteria  tiene  una  sección  transversal  circular  in  vivo.  Entre  6  y  8
secciones fueron medidas en cada caso para obtener un promedio. 
El grosor de la pared fue calculado mediante la siguiente ecuación:
Grosor de la pared arterial=Do−Di
Asimismo, la sección transversal fue calculada mediante la siguiente ecuación:
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Área de la sección transversal= ( π4 )×(Do2−Di2)
2.3. Análisis del contenido de colágeno y elastina en aorta:
- Medición del contenido de colágeno en la pared arterial (tinción de rojo picrosirio): se congelaron
aortas torácicas en OCT freezing medium (VWR, Radnor, Pensilvania) y se obtuvieron secciones de 10
μM utilizando un criostato (Leica, Alemania). Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y
se  fijaron  en  formaldehido  al  3,7% durante  2  horas.  Tras  esto  se  hidrataron brevemente  en  agua
destilada,  tras  lo  cual  se  incubaron  en  ácido  fosfomolíbdico  durante  2  minutos  (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Alemania). Luego se lavaron brevemente en agua deionizada y se incubaron en oscuridad
total en rojo picrosirio (12 g de ácido pícrico, 400 mL de agua destilada 0,4 g de Direct Red 80, Sigma-
Aldrich,  Darmstadt,  Alemania).  Tras  un  segundo  lavado  en  agua  desionizada,  se  sumergieron  las
secciones en ácido clorhídrico 0,01 N durante 2 minutos y luego en etanol de 75º durante 45 segundos.
Las  muestras  se  deshidrataron  mediante  la  inmersión  en  etanol  absoluto  y  xilol.  Finalmente,  las
muestras se montaron utilizando DPX VWR, Radnor, Pensilvania) y se obtuvieron microfotografias sin
filtro, así como microfotografias utilizando un filtro polarizador de la luz. Las mediciones se llevaron a
cabo utilizando Mac Biophotonic Image J Software. Para medir la cantidad total de colágeno se calculó
el porcentaje de área teñida en las microfotografías bajo un umbral específico y tomadas bajo luz sin
filtro. Para medir los diferentes tipos de colágeno se utilizaron las microfotografías tomadas utilizando
el filtro polarizador215. Las fibras de colágeno teñidas con rojo picrosirio muestran un color diferente
bajo luz polarizada dependiendo de su grosor. El color varia de verde (fibras de nueva formación, más
finas) a rojo (fibras maduras, más gruesas)216. La proporción de los dos tipos de  fibras de colágeno
determina la cantidad de cada color, y separando la imagen por canales para cada uno de sus colores
(una función que incorpora Mac Biophotonic Image J Software de forma automática), se puede calcular
la cantidad de fibras de cada tipo mediante la medición del área teñida.
- Análisis del estado de las fibras de elastina (tinción tricrómica): se congelaron aortas torácicas en OCT
freezing  medium (VWR,  Radnor,  Pensilvania)  y  se  obtuvieron  secciones  de  10  μM utilizando  un
criostato (Leica, Alemania).  Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se fijaron  en
formaldehido al 3,7% durante 2 horas. Tras esto se hidrataron brevemente en agua destilada, tras lo cual
se tiñeron mediante colorante de fibras elásticas (solución de 1 g. de cristales de hematoxilina disueltos
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en 50 mL de etanol absoluto, a la que se añadieron 25 mL de cloruro férrico al 10% y 25 mL de
solución de Lugol) durante 30 minutos. Tras lavar en agua desionizada se diferenciaron las muestras
mediante la utilización de cloruro férrico al 2%, seguido de nuevo por un lavado en agua desionizada. 
Se trataron las muestras con tiosulfato al 5% y se lavaron con agua desionizada, etanol de 96º y
agua desionizada de nuevo, para ser teñidas con colorante de Van Gieson durante 6 minutos. Tras la
tinción, se diferenciaron las muestras en etanol de 96º y se lavaron con agua desionizada. Después se
incubaron  las  muestras  en  mordiente  (ácido  fosfomolíbdico  al  5%  en  agua  destilada)  durante  15
minutos para poder llevar a cabo la tinción con verde luz. Tras esto, se incubaron las muestras con
verde luz (2 g. de verde luz, C.I.  42095 + 2 mL de ácido acético en agua destilada hasta 100 mL)
durante 10 minutos. Luego las muestras se lavaron con agua desionizada y ácido acético al 0,5%, para
posteriormente ser deshidratas y montadas mediante DPX (VWR, Radnor, Pensilvania). Se tomaron
microfotografías y se evaluó el estado de las fibras de elastina.
2.4. Análisis del crecimiento de las células musculares lisas de aorta:
- Aislamiento y cultivo primario de células musculares lisas de aorta: inmediatamente tras el sacrificio,
las  aortas se limpiaron del  tejido circundante en medio fisiológico de HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution, Gibco) bajo lupa binocular y se mantuvieron en hielo en medio Leibovtz (Gibco, Thermo
Fisher) hasta el aislamiento. Una vez limpias, las aortas se incubaron durante 30 minutos a 37ºC en una
solución  de  colagenasa  (Collagenase  type  II,  Sigma  Aldrich)  diluida  en  HBSS  (2mg/mL).  Tras  la
digestión con colagenasa, se cortaron las aortas en 3-4 anillos de una longitud similar y todos los anillos
de una misma aorta fueron situados en un mismo pocillo de una placa de 6 pocillos (Multiplacas Nunc
tratadas para cultivo celular, Thermo Fisher). Estas placas fueron previamente recubiertas con gelatina
(2% Gelatin Solution, Sigma) diluida en agua desionizada estéril 1:10 v/v. En cada pocillo se añadió 1
mL  de  medio  para  células  musculares  lisas  y  las  placas  fueron  situadas  en  una  incubadora  en
condiciones constantes de temperatura a 37ºC y 5% de CO2.  24 horas después se añadió 1 mL de
medio para células musculares lisas. A los 3-5 días se eliminaron los anillos de aorta cuando se hubieron
obtenido  suficientes  células  fijadas  al  fondo del  pocillo  y  se  permitió  a  las  células  crecer  hasta  el
aparecimiento de colonias de células musculares lisas en la incubadora. 
El medio utilizado para el cultivo de las células musculares lisas fue DMEM/F12 sin rojo fenol
(GIBCO)  suplementado  con  suero  bovino  fetal  (GIBCO)  al  10%  de  concentración  final,
Penicilina/Estreptomicina (GIBCO) a una concentración final de 50 unidades/mL de Penicilina y de 50
μg/mL de Estreptomicina,  y suplemento vascular  SMGS (GIBCO) para proporcionar  al  medio de
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cultivo una concentración final de 2 ng/mL de factor de crecimiento de fibroblastos, 0,5 ng/mL de
factor de crecimiento epidérmico, 5 ng/mL de Heparina, 0,2  μg/mL de albúmina sérica bovina y 2
μg/mL de factor de crecimiento recombinante de tipo insulina. Las células se utilizaron en segundo o
tercer pasaje para realizar los experimentos in vitro a menos que se mencione lo contrario. 
- Ensayo de crecimiento celular: cuando las células musculares en el primer paso alcanzaron el 100% de
confluencia, se añadió Tripsina (Trypsin-EDTA 0,25%; Gibco) durante 1 o 2 minutos para separar las
células de las placas. Tras la separación de todas las células, se añadía 1 mL de medio de cultivo y se
centrifugaban  las  células  a  200  g  durante  10  minutos.  Se  plantaron  cantidades  iguales  de  células
musculares lisas (2.5 x 104 células/cm2) en placas de 6 pocillos y se mantuvieron con medio de cultivo
de células musculares lisas en condiciones estándar. Después de 7 días de incubación se determinó el
número de células con un hemocitómetro automatizado (Countess® Automated Cell  Counter, Life
Technologies,  Thermo Fisher  Scientific).  El  crecimiento  celular  se  expresó  como la  relación  entre
células contadas a los 7 días de cultivo y las células sembradas.
-  Ensayo de curación de herida:  se plantaron células  musculares lisas  en placas de 6 pocillos  y se
permitió que proliferasen hasta llegar al 100% de confluencia. Tras comprobar el correcto estado de las
células, se llevó a cabo una herida a lo largo de cada pocillo, siempre del mismo tamaño y grosor, y se
llevó a cabo un lavado con HBSS para eliminar las células que pudieran quedar en suspensión al realizar
la  herida,  así  como  cualquier  otro  detrito  que  pudiera  estar  presente  en  el  medio  de  cultivo.  Se
fotografiaron 3 campos a lo largo de la herida en cada pocillo mediante microscopio invertido y se
marcaron estas zonas en la placa para obtener microfotografías en el mismo sitio posteriormente. Se
llevaron a cabo microfotografías a las 3, 6, 12 y 24 horas, cuando finalizó el experimento, dado que
había  condiciones  experimentales  en que a  las  24  horas  se  había  cerrado la  herida.  Para  medir  la
proliferación,  se midió el  área de la  herida  a  cada tiempo para un mismo campo, utilizando  Mac
Biophotonic Image J Software y se calculó el porcentaje de área de la herida que se había cerrado en
cada caso, para poder obtener una curva de crecimiento de las células.
- Ensayo de proliferación basado en impedancia: para realizar este experimento, se plantaron células
musculares lisas  de aorta en una concentración de 5x10³ células  en 200 μL de medio para células
musculares lisas en un pocillo de una placa de 96 pocillos RTCA resistor plate (RTCA System, Roche
Diagnostics). Los cambios en la impedancia se midieron de forma continua durante 48 horas mediante
el aparato XCelligence Real-Time Cell Analysis (RTCA) System (Roche Diagnostics), de forma que se
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pudo monitorizar la proliferación de las células. Para determinar que vías metabólicas pueden estar
implicadas en los cambios en el fenotipo proliferativo de las células senescentes, se inhibieron rutas
metabólicas  mediante  el  tratamiento  con  Wortmanina  (inhibidor  de  la  vía  de  AKT)  en  una
concentración de 100 nM en medio de cultivo o con PD98509 (inhibidor de la vía de las MAPK) en
una concentración de 1 μM en medio de cultivo.
Los resultados fueron validados mediante otro experimento en el que se utilizó un hemocitómetro
o cámara de Neubauer para cuantificar el número de células. En esta validación se plantaron 3x10⁵
células musculares lisas el un pocillo de una placa de 6 pocillos y se dejaron crecer durante 5 días, tras lo
cual fueron tripsinizadas y contadas mediante el hemocitómetro, de forma que se pudo establecer una
relación entre el número de células plantadas y de células contadas al final del experimento.
2.5. Cambios en la expresión de ARN mensajero de células musculares lisas de aorta de SAMP8:
-  Extracción  de  ARN  mensajero:  se  congelaron  la  aortas  torácicas  utilizando  hielo  seco  y  se
homogenizaron mecánicamente en presencia  de trizol  (1ml/100 mg de tejido)  en politron.  Tras  la
incubación  por  5  minutos  a  temperatura  ambiente,  se  mezclaron  los  homogenados  con  200µl  de
cloroformo (Sigma-Aldrich)  y  se  incubaron por  un tiempo adicional  de  15 minutos  a  temperatura
ambiente.  Posteriormente  se centrifugaron las  muestras  a  12000 g  durante  4  minutos a  4 ºC para
separar  las  fases  acuosa  (que  contiene  RNA)  de  la  interfase  (con  DNA)  y  la  fase  orgánica  (con
proteínas).  Se  recolectó  la  fase  acuosa  y  se  precipitó  el  ARN  mediante  la  adición  de  500µl  de
isopropanol  (Sigma-Aldrich,  Darmstadt,  Alemania)  por  cada  mililitro  de  trizol  inicial  añadido.  Se
centrifugaron  las  muestras  a  12000  g  durante  8  minutos  a  4  ºC  para  obtener  un  pellet  de  ARN
precipitado. El sobrenadante se descartó y se lavó el precipitado con 1 mL de etanol de 75º para la
remoción de trazos de fenol presente en el trizol.  Tras un nuevo centrifugado a 7500 g durante 5
minutos a 4 ºC, se descartó el etanol y después del secado durante 5 minutos a temperatura ambiente y
se solubilizó el pellet de ARN en agua libre de RNAsa y DNAsa. Las muestras se almacenaron a -80ºC
hasta su uso.
- Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR): la expresión de ARN
mensajero de los diferentes genes de interés se llevó a cabo mediante qRT-PCR utilizando Sybr green
tal  como está descrito previamente217,218.  El RNA total  obtenido de las  muestras  se sometió a  una
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transcripción inversa utilizando un kit de transcripción inversa según las instrucciones de proveedor
(High-Capacity cDNA Reverse  Transcription Kit,  Applied Biosystems) para obtener  el  cDNA. Las
reacciones de qRT-PCR y los análisis fueron realizados como está descrito previamente217. Brevemente,
la  reacción  de  qRT-PCR se  llevó  a  cabo  utilizando  los  siguientes  parámetros:  2  minutos  a  50  ºC
seguidos de 10 minutos a 95 ºC tras lo qual se llevaron a cabo 40 ciclos de 15 segundos a 95 ºC y 1
minutos a 60 ºC en un sistema de PCR ViiA7 (Applied Biosystems). Se utilizaron como controles α-
actina y la subunidad ribosomal 18S (Inventoried 4310875, Applied Biosystems).
Los primers utilizados en los artículos que componen esta tesis  se encuentran detallados en la
siguiente tabla:









































































































































































2.6. Cambios en la expresión de microARN:
El  ARN  total  enriquecido  en  microARN  (miR),  se  obtuvo  mediante  el  kit  de  mirVana  miR
Isolation Kit (Ambion, ThermoFisher) siguiendo las instrucciones del proveedor. Tanto el ARN total
como  el  microARN  fueron  cuantificados  mediante  detección  por  fluorescencia  utilizando  Qubit
Fluorometer  (Invitrogen,  ThermoFisher).  La  integridad  de  ARN  se  comprobó  con  Agilent  2100
bioanalyzer (Agilent Technologies) y solamente aquellas muestras que obtuvieron un valor de integridad
de ARN por encima de 8 fueron aceptadas para su uso en array, de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. La expresión de 750 miR candidatos se midió mediante el array TaqMan  Array Rodent
MicroRA  A+B  Cards v3.0  (Apllied  Biosystems).  El  sistema  de  detección  ABI  Viia7  (Applied
Biosystems) fue utilizado para llevar a cabo la amplificación y a detección. Tras la amplificación, los




valores de Ct superiores a 35 representaron la detección de una sola molécula en la amplificación de las
muestras, los valores superiores se consideran por debajo del límite de detección del ensayo. Así pues,
solamente los miR con valores de Ct iguales o menores a 35 en al menos uno de los grupos de estudio
fueron incluidos en los análisis. Los valores fueron calculados como ΔCt, donde Ct representa el ciclo
en que se supera el valor de detección de la amplificación y  ΔCt representa la diferencia entre el valor
de Ct del miR que se mide en cada caso y el valor de Ct del control endógeno (que era el ARN nuclear
U6, incluido ya en el array comercial utilizado). 
Se obtuvo una red que relaciona los miR que mostraron cambios en su expresión entre SAMR1 y
SAMP8 utilizando el programa Cytoscape Software (www.cytoscape.org). Aquellos grupos de miR que
se encontraron modificados en SAMP8 y se utilizaron para averiguar que rutas metabólicas estaban
relacionadas con los cambios detectados, con el fin de detectar posibles genes de interés. Para detectar
estos  genes  se  utilizó  TarBase  v7.0  de  la  web  diana  tools  web  service (http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/index.php?r=site/index).  La  lista  de  todos  los  miR  asociados  con  la
senescencia, fenotipos de célula muscular lisa de la vasculatura y vías metabólicas PI3K/AKT/mTOR
se utilizaron en el análisis. 
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2.7. Validación de los miR mediante qRT-PCR:
De  los  miR  que  mostraron  diferencias  entre  SAMR1  y  SAMP8,  se  seleccionaron  aquellos
especialmente relacionados con la senescencia, los cambios de fenotipo de células musculares lisas de la
vasculatura y las  vías  metabólicas  PI3K/AKT/mTOR para una validación mediante  qRT-PCR por
metodología Taq-Man. Los primers se detallan en la siguiente tabla:










* Se pueden consultar en https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/pcr/real-time-
pcr/real-time-pcr-assays/taqman-gene-expression.html
2.8. Terapia de miR  in vitro  :
Se sembraron células musculares lisas de aorta en placas de 24 pocillos y se permitió que llegasen a
un 60-70% de confluencia, comprobándose a diario. Posteriormente, se eliminó el medio de cultivo y se
llevó a cabo un lavado con HBSS. Tras ello, se llevó a cabo la transfección de las células con anti-miR
anti miR-21, anti-miR 221, anti-miR-222, o con el mimético de los miR-143 o miR145, así como con un
control  de  miR  aleatoriamente  generado  (Scramble).  Las  moléculas  de  miRs  y  anti-miRs  se  han
conjugado  con  FITC  para  determinar  la  eficacia  de  la  transfección  por  un  microscopio  de
fluorescencia.  La  transfección  se  llevó  a  cabo  con  el  reactivo  de  transfección  lipofectamina
(DharmaFECT Duo Transfection  Reagent,  GE Health  Care)  en medio  de cultivo  sin antibióticos,
factores de crecimiento ni complementos para facilitar la incorporación de los miRs a las células. Tras la
incubación por 12-16h, se cambió el medio por medio de cultivo de células musculares lisas y las células
se incubaron durante 24 horas adicionales. Después del período de incubación, las células transfectadas
se sometieron a los protocolos experimentales para determinar la capacidad proliferativa, como se ha
descrito en el apartado 2.4. 
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2.9. Terapia de miR  in vivo  :
Se llevó a cabo una lesión de denudación endotelial de la arteria femoral de ratones SAMP8 y
SAMR1 con el objetivo de producir una hipertrofia en respuesta a dicha lesión. De esta forma se pudo
determinar la capacidad proliferativa de las células musculares lisas en arterias  in vivo.  Para ello, se
anestesiaron los ratones utilizando isofluorano por inhalación (5% para la inducción y entre 2,5 y 1%
durante  en el  mantenimiento, con un flujo de oxígeno de 2,5  L/minuto).  Una vez anestesiado, se
accedió a la arteria femoral mediante una incisión longitudinal en la zona inguinal, con ayuda de un
microscopio  de quirófano (Carl  Zeiss).  Se ligó la  arteria  femoral  a  la  altura del  ligamento inguinal
mediante una pinza. A la altura de la rama epigástrica, se realizó un ligamento más distal mediante una
sutura de nylon 8-0. En este momento se realizó una arteriotomía en la parte más distal de la rama
epigástrica y introdujo una guía de angioplastia  de 0,25 mm de diámetro (Advanced Cardiovascular
Systems) hasta llegar a la zona más proximal de la arteria femoral, liberándola de la pinza que habíamos
situado en ella.  Se avanzó la guía  hasta la  altura de la  bifurcación aórtica y se retiró 3 veces, para
asegurar la lesión endoluminal.  Al retirar la guía, se ligó el extremo distal de la rama epigástrica en el
que se realizó la arteriotomía gracias a la sutura que habíamos situado previamente. Antes de cerrar la
herida, se aplicó el tratamiento con miR o anti-miR directamente sobre la arteria dañada. El vehículo
utilizado fue gel plurónico al 20% p/v (Pluronic F-127, Invitrogen), con un volumen final de 80 μL una
vez añadido el tratamiento. El tratamiento constaba de 1 nmol del miR correspondiente (control de
miR generados aleatoriamente,  miR-21, miR-221, miR-222, miR-143, miR-145 o Scramble, Exiqon)
incorporado en lipofectamina (DharmaFECT Duo Transfection Reagent, 0.75 mL, GE Health Care)
como vector para su incorporación a las células. Cada tratamiento llevaba incorporado  FITC en la
posición 5’ del miR para su posterior localización en la zona tratada. El tratamiento fue preparado en
condiciones de esterilidad y administrado de forma ciega.
La  arteria  femoral  de  la  otra  extremidad del  animal  sirvió  como control,  sufriendo  el  mismo
proceso,  pero  sin  recibir  tratamiento  con  miR.  Al  cabo  de  un  mes,  se  sacrificaron  los  animales
anestesiándolos mediante isofluorano tal como está descrito antes y llevando a cabo una decapitación y
se obtuvieron las extremidades inferiores para el estudio histológico. Los cortes transversales (10 μm)
de  las  patas  con  las  arterias  femorales  fueron  montados  en  portaobjetos  y  sometidos  a
immunohistoquimica para detectar la incorporación de la molécula de FITC en el tejido. Las secciones
histológicas se incubaron con un anticuerpo monoclonal primario contra el FITC 1:200 (Santa Cruz,
sc-57585)  por  toda  la  noche  a  4ºC.  Después  de  lavados  seguidos,  los  anillos  se  incubaron  con el
anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de ratón conjugado con AlexaFluor-594 (Thermo Fisher). Las
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secciones se procesaron para montaje con un medio de montaje con DAPI para marcar los núcleos
(ProLong  Gold  Antifade   Mountant  with  DAPI,  Thermofisher).  Se  obtuvieron  imágenes  bajo  luz
fluorescente  para  detectar  las  de  autofluorescencia  emitida  por  la  elastina  (verde),  de  los  núcleos
marcados con DAPI (azul), y de la FITC unido a los miR de los tratamientos (rojo).
3. Estudio de las diferencias asociadas al sexo en el remodelado y función vascular durante el
envejecimiento:
3.1. Medición de la presión arterial:
Un día antes del sacrificio, un grupo de ratones CD1 (macho y hembras de 3 y 12 meses) fueron
anestesiados  con  isofluorano  (5%  en  aire  inhalado  para  la  inducción  y  de  1,5%  a  2%  para  el
mantenimiento), para una medición directa y continua de la presión arterial. La carótida fue identificada
y separada del tejido adyacente limpiamente sin estimular el nervio vago y se insertó un catéter Tygon
previamente  llenado  con  suero  salino  heparinizado  (0,5  IU/mL)  en  la  arteria  carótida  siguiendo
protocolos establecidos anteriormente219. Se conectó el extremo libre de la cánula a una llave de 3 vías
mediante  la  cual  se conectó  a un transductor  de presión (Narco Bio-System).  Tras  un período de
estabilización de 10-15 min, se registró la presión arterial media durante un periodo de 30 minutos en el
software LabChart (ADInstrument, Oxford, UK).
3.2. Estudios de reactividad vascular:
 Se limpiaron segmentos intactos de 2 mm de aorta de tejido conectivo y grasa y fueron montados
en un miógrafo de 4 canales (modelo 410 A; J.P. Trading, Aarhus, Dinamarca), previamente llenado con
solución  de  Krebs-Henseleit  mantenido  a  37  ºC,  tal  como  se  describe  en  artículos  previos 220.  Se
estableció  una  tensión  óptima  para  el  modelo  experimental  mediante  experimentos  preliminares
sometiendo el segmento arterial a diferentes tensiones en reposo y administrando cloruro de potasio
(KCl, 100 mM). Una vez establecida la tensión máxima del segmento arterial, se realizó un lavado y se
permitió a los segmentos arteriales equilibrarse durante 30-60 minutos. 
Tras el periodo de equilibrio, se realizó una curva de contracción mediante la administración de
AngII (desde 1nM hasta 1μM). Para evitar la interferencia a causa de la taquifilaxia inducida por la
AngII, cada concentración fue aplicada a un segmento arterial distinto de la misma aorta, siendo cada
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concentración una medida  independiente.  Los  segmentos  arteriales  de  cada aorta fueron asignados
aleatoriamente a cada una de las concentraciones de la curva en todos los casos.
Para  medir  la  relajación  dependiente  de  endotelio,  se  utilizaron  segmentos  arteriales  de  2mm
previamente contraídos con Fenilefrina (Phe) en una concentración (desde 0.2 μM hasta 0.4 μM) capaz
de inducir una contracción correspondiente al 80% de la respuesta máxima inducida por el KCl en una
concentración de 100 mM. Cuando las respuestas contráctiles alcanzaron una meseta (5-10 min), se
llevó a cabo una curva de relajación mediante la administración del agente vasodilatador dependiente
del endotelio, acetilcolina (ACh) en concentraciones ascendentes (desde 1 nM hasta 10 μM). Una vez
obtenida  la  curva  de  relajación  dependiente  del  endotelio,  se  llevaron  a  cabo  3  lavados  mediante
solución de Krebs-Henseleit y se permitió a los segmentos arteriales equilibrarse durante un periodo de
30  minutos.  Posteriormente  se  determinó  la  relajación  independiente  del  endotelio  mediante  la
administración de concentraciones progresivamente crecientes de nitroprusiato de sodio (NPS, desde  1
nM hasta 10 μM). La influencia de las distintas vías de señalización en la relajación arterial se midió
mediante la incubación de los segmentos arteriales con la indometacina (10μM, inhibidor no selectivo
de ciclooxigenasas), el L-NAME ( 100 μM, inhibidor de sintasa de óxido nítrico) y el Tempol (100µM,
secuestrador del anion superoxido). A este respecto, las curvas de relajación a ACh se llevaron a cabo de
forma simultánea en diferentes segmentos arteriales del mismo animal, siendo un segmento estudiado
en ausencia de inhibidores como control,  y el resto en presencia de indometacina o L-NAME. Las
incubaciones empezaron 30 minutos antes de la contracción con Phe y se mantuvieron durante todo el
experimento  para  asegurar  su  efectividad.  Todas  las  mediciones  se  llevaron  a  cabo  en  segmentos
arteriales cuyo endotelio se encontraba intacto.
3.3.   Análisis morfométrico del remodelado en la arteria aorta: 
Se han determinado los cambios en el grosor de la pared y lumen arterial de aortas de machos y
hembras en las distintas edades estudiadas tal y como se ha descrito en el apartado 2.2.
3.4.   Determinación de colágeno por tinción de rojo de sirio:
Los cambios en la expresión de colágeno en la pared de las aortas de machos y hembras a distintas
edades han sido estudiadas tal y como se ha descrito en el apartado 2.3.
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3.5. Medición de la actividad de las ciclooxigenasas:
Se llevó a cabo la  medición de la actividad de la  COX1 y la  COX2 en homogenado de aorta
torácica  de  ratón  utilizando  un  kit  comercial  (Cayman  Europe)  siguiendo  las  instrucciones  del
fabricante. La actividad peroxidasa de las COX se midió por ensayo colorimétrico, monitorizando la
aparición de N,N,N’,N’-tetrametil-fosfo-fenilenediamina (TMPD) a 590 nanómetros durante 5 minutos
tras una incubación con 20 μM de ácido araquidónico. La especificidad de la actividad de las isoformas
de ciclooxigenasa se determinó mediante la adición de inhibidores selectivos para COX1 (10 μM de
SC560) y  para COX2 (10μM de DuP-697)
3.6. Medición de la producción de prostaglandinas:
Una vez finalizados los experimentos de miografía y respuesta a la ACh, se recolectó el medio en el
miógrafo  y se dejó  en tubos  de microcentrifuga  a  temperatura  ambiente  durante  30 minutos  para
permitir que tanto el tromboxano TXA2 como la prostaciclina PGI2 se convirtieran en sus metabolitos
estables  TXB2 y 6-keto-PGF-1α respectivamente. Tras el  periodo de incubación,  se congelaron las
muestras  a  -80ºC.  Los  niveles  de  TXB2  y  6-keto-  PGF-1α  se  determinaron  por  inmunoensayo
enzimático (ELISA) comercial (Cayman Europe) siguiendo las instrucciones del fabricante.
3.7.   Análisis de los cambios de expresión de miR en la aorta:
Los análisis para determinar la influencia del sexo y el envejecimiento en la expresión de mARN se
ha determina como se ha descrito en apartado 2.6.
3.8.   Análisis de los cambios de expresión de proteína en la aorta:
Se  congelaron  aortas  torácicas  utilizando  hielo  seco  y  se  homogenizaron  mecánicamente  en
presencia de tampón de lisis RIPA (50 mM Tris, pH 7.4, 1 mM de EDTA, 1% v / v NP-40, 150 mM
NaCl, 2mM Na3VO4, 0.25% deoxiIcolato de sodio, 1mM NaF, 2% SDS, 10% glicerol y la combinación
de inhibidores proteasa - 2 μg / ml). Después de 30 minutos de incubación sobre hielo para completa
lisis de las células, se han centrifugado las muestras por 20 min a 14000g a 4C para la separación y
solubilización de proteínas. La concentración de proteínas se midió utilizando el kit de medición de
proteína 660 nm de Pierce (ThermoFisher). Una cantidad igual de proteína de cada muestra (25 μg) se
cargó en geles de acrilamida de concentración progresivamente creciente  (del 4% al 12%) y se separó
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por  SDS-PAGE,  y  luego  se  realizó  la  transferencia  a  membrana de nitrocelulosa  en el  sistema de
transferencia en seco iBlot (Invitrogen, Thermo Fisher). Las membranas se incubaron toda la noche a
4ºC en PBS con 0,1% (v/v) de Tween 20 y 5% (p/v) de leche desnatada en polvo. Asimismo, se añadió
anticuerpo primario de la siguiente manera:
- Dilución 1:1000 de anticuerpo monoclonal de ratón contra sintasa de óxido nítrico endotelial
(BD Bioscience – 610297)
-  Dilución 1:1000 de anticuerpo monoclonal de ratón contra sintasa de óxido nítrico endotelial
fosforilada en la posición Ser1177 (BD Bioscience – 612393)
- Dilución 1:1000 de anticuerpo monoclonal de ratón contra COX1 (Santa Cruz–sc19998)
- Dilución 1:500 de anticuerpo monoclonal de ratón contra COX2 (Santa Cruz–sc19999)
Tras  3-5  lavados  con  PBS con 0,1% (v/v)  de  Tween,  se  incubaron  las  membranas  por  1h  a
temperatura ambiente con anticuerpo secundario específico contra IgG de ratón (procedente de cabra)
conjugado a peroxidasa de rábano en PBS con 0,1% (v/v) de Tween 20 y 1% (p/v). Después de 3-5
lavados adicionales con PBS con 0,1% (v/v) de Tween se incubaron las membranas con un sustrato
quimioluminiscente (Super Signal, Pierce, Thermo Fisher) de acuerdo con los protocolos del fabricante.
La señal quimioluminiscente fue medida mediante el sistema de imagen LAS4000 (GE Healthcare). El
análisis densitométrico de los Western blot se llevó a cabo mediante el software ImageJ (NIH.gov). 
Al  final  del  primer  Western  blot,  todas  las  membranas  fueron sometidas  a  un “striping” para
eliminar los anticuerpos y fueron sometidas a nueva incubación, utilizando anticuerpo monoclonal de
ratón contra GAPDH en una dilución 1:2500 (Santa Cruz – sc-365062) como control de carga. Los
datos del análisis densitométrico de cada anticuerpo se normalizaron por los valores obtenidos en la
densitometría del GAPDH.
3.9. Detección de estrés oxidativo mediante dihidroetidio:
Se congelaron aortas torácicas en medio de congelación OCT (VWR, Radnor, Pensilvania) y se
obtuvieron  secciones  de  10  μM  utilizando  un  criostato  (Leica,  Alemania).  Las  muestras  se
descongelaron  a  temperatura  ambiente  y  se  las  dejó  equilibrar  a  37ºC  en  solución  de  Hanks
(ThermoFisher  Scientific,  Walham,  Massachusetts)  de  30  minutos  a  4  horas  dependiendo  de  la
condición experimental (L-NAME, Everolimus y TNFα durante 30 minutos, Apocinina durante 1 hora,
angiotensina II durante 4 horas). Después del período de incubación, las muestras se incubaron durante
30 minutos en dihidroetidio (5 μM) diluido en solución de Hanks. Tras 2 lavados con PBS, las secciones
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de  aorta  fueron  montadas  en  medio  de  montage  con  DAPI  (ThermoFisher  Scientific,  Walham,
Massachusetts)  y  se  obtuvieron  microfotografias  con  un  microscópio  de  fluorescencia  (Leika). Se
registraron imágenes de al menos tres secciones aórticas de cada animal. Las imágenes se fusionaron
utilizando el software Mac Biophotonic ImageJ y la fluorescencia del DHE se expresó como porcentaje
de fluorescencia emitida por DAPI.
3.10. Ensayo inmunoenzimático (ELISA) para determinar los niveles de TNFα en suero de ratón.
La detección se realizó por colorimetría utilizando un kit comercial y se llevó a cabo de acuerdo
con las instrucciones del  fabricante (KMC3011, Invitrogen,  Walham, Massachusetts).  La lectura del
ensayo se realizó a 450 nm con el lector de placas Synergy 2 Multi-Mode Reader (Bio Tek, Swindon,
UK). 
4. Análisis estadístico:
Los resultados se expresan como media ± SEM (Standard Error Mean – Error estándar de la
media) del número (n) de muestras individuales indicadas en las leyendas de cada figura. Los ajustes a
las  curvas  sigmoidales  de  los  estudios  de  concentración-respuesta  en  las  miografías  se  realizaron
utilizando GraphPad Prism software ( v. 6.0; GraphPad Software, San Diego, California). Las respuestas
a  la  AngII  se  expresaron como porcentaje  del  tono generado por  100 mM de cloruro de potasio
(concentración máxima). La máxima respuesta vasodilatadora inducida por la ACh se calculó y expresó
en relación a la contracción producida por la Phe, que fue considerada como ausencia de relajación. Por
otro lado, la tensión registrada previamente a la incubación con Phe se consideró como el máximo de
relajación. La área bajo la curva se calculó en cada curva sigmoidal usando GraphPad Prism software.
Las diferencias estadísticas asociadas con la senescencia se calcularon por test T no pareado, y en el
caso del array (TaqMan Array Rodent MicroRA A+B Cards v3.0), el análisis estadístico se llevó a cabo
mediante el test no paramétrico de Mann-Withney. Se seleccionaron como válidos aquellos resultados
con un porcentaje de falso positivo menor al 5% y un cambio en la expresión entre grupos mayor a 0,6
en base logarítmica. La dependencia del sexo y los tratamientos se evaluó por un análisis de varianza
bidireccional (Two-way ANOVA) con el post-test de Bonferroni para comparar las medias replicadas.
Todos los testes se realizaron en GraphPad Prism software. El nivel de significación de todos los tests
se estableció en p<0.05. 
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1. Las arterias de ratones SAMP8 son más senescentes que las de ratones SAMR1.
Con el objetivo de asegurar la robustez del modelo elegido, se examinó el estado de senescencia
de ratones que envejecen de forma normal (SAMR1) y ratones que sufren de envejecimiento acelerado
(SAMP8) físicamente a los 6 meses(fig. 15A).  Los ratones SAMP8 muestran siempre características
típicas de la senescencia (peor estado del pelaje,  movilidad reducida…). También se llevó a cabo la
medición de p53 en suero, siendo esta mayor el SAMP8 que en SAMR1 (fig. 15B). Por último se llevó a
cabo el test de la β-Galactosidasa, que tiñe de azul aquellas células que son senescentes, tanto en aorta
como en células musculares lisas de aorta (fig. 15C y 15D). Tanto en aorta como en células, la cepa
SAMP8 siempre mostró más senescencia que la cepa SAMR1.
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Figura 15. A) Comparación del estado físico de las cepas SAMR1 y SAMP8 a la edad de 7-8 meses. Se puede apreciar una mayor 
senescencia en la cepa SAMP8. B) Análisis por Western Blot de expresión de la proteína p53. Las muestras proceden de homogenados de 
aorta de las cepas SAMR1 y SAMP8 y se utiliza Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) como control endógeno para llevar a 
cabo la normalización. C) Test de actividad  de β-Galactosidasa en aorta de SAMR1 y SAMP8 a los 7-8 meses. Las áreas que es muestran 
teñidas de azul dan positivo para el test, indicando que hay células senescentes en ellas. Se puede apreciar que la cepa SAMP8 muestra inicios 
de senescencia. D) Test de actividad de β-Galactosidasa en células musculares lisas procedentes de aorta de SAMR1 y SAMP8 de 7-8 meses. 
Las células que se muestran teñidas de azul dan positivo para el test, indicando que son senescentes. Se puede apreciar como las células de 
SAMP8 muestran mayor senescencia.
RESULTADOS
2. Los ratones SAMP8 muestran un mayor grosor de la pared de las arterias aorta y femoral
que los ratones SAMR1.
Para averiguar si el envejecimiento va acompañado de cambios en la estructura de las principales
arterias, se llevó a cabo una comparación de cortes transversales de las arterias aorta y femoral de
SAMP8 y SAMR1 (fig. 16)
La medición del grosor de la pared arterial, tanto de aorta (fig. 16A) como de femoral (fig. 16B),
muestra  hiperplasia  en  los  ratones  envejecidos  al  compararlos  con los  controles.  Por  otro  lado,  la
medición del diámetro de la luz del vaso demuestra que no existen diferencias entre ratones envejecidos
y ratones control (fig. 16C y 16D). Este resultados demuestra que existe una hiperplasia que progresa
hacia afuera de la luz del vaso en estas arterias durante el envejecimiento.
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Figura 16. Microfotografías de secciones transversales de arteria aorta y arteria femoral de ratones SAMR1 y SAMP8 a los 7-8 meses de edad. Las 
fotografías mostradas son representativas de cada grupo. Se llevaron a cabo un mínimo de 6 mediciones independientes para los siguientes 
parámetros: A) Medición del grosor de la pared de la aorta. B) Medición del grosor  de la pared de la femoral. C) Medición de la luz de la aorta.  
D) Medición de la luz de la femoral. Los gráficos de barras representan la media y el error estándar de la media. Los valores de P comparativos se 
muestran por encima de los gráficos de barras.
RESULTADOS
3.  El  incremento  de  grosor  de  la  pared  de  las  arterias  aorta  y  femoral  que  se  observa  en
ratones SAMP8 es causado por la proliferación de las células musculares lisas.
Una vez descubierto este patrón asociado al envejecimiento, se quiso dilucidar cual es la causa
de la hiperplasia. Se midió el grosor de la pared de la aorta (fig. 17A) siendo más gruesa en SAMP8. Se
midió el colágeno de la pared arterial de aorta y femoral, no encontrándose diferencias entre ratones
control y envejecidos (fig. 17B). También se analizó el estado de las capas de elastina, no encontrándose
diferencias entre ratones control y envejecidos tampoco en este caso (fig. 17C).  Por descarte, estos
resultados apuntan a las células musculares lisas de la pared vascular como causantes de la hiperplasia.
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Figura 17. Evaluación del estado de la pared de la aorta en ratones SAMR1 y SAMP8 de 7-8 meses. Las fotografías son 
representativas de cada grupo que se estudió. A) La tinción de hematoxilina-eosina muestra que la pared de la aorta es más 
gruesa en ratones SAMP8. B) La tinción de rojo picrosirio muestra que no existen diferencias en la cantidad de colágeno 
en la pared de la aorta entre SAMR1 y SAMP8. C) la tinción tricrómica, que permite marcar las fibras de elastina, muestra 
que no existen diferencias en el estado ni la cantidad de las fibras de fibras de elastina entre SAMR1 y SAMP8. 
RESULTADOS
Para averiguar si las células musculares lisas de la pared vascular son la causa de la hiperplasia, se
llevó a cabo la medición la cantidad de proteína FSP-1 en la pared de aorta (fig. 18A). Esta proteína es
un marcador  de proliferación en células  musculares  lisas  y  se  ha  asociado a  la  formación de capa
neoíntima que se encuentra asociada a ciertos procesos patológicos. Tanto la medición por western-blot
como por inmunofluorescencia (fig. 18B) muestran que los ratones SAMP8 tienen más cantidad de
proteína FSP-1 que los ratones control en la pared arterial, sugeriendo que las células musculares lisas
de  la  pared  arterial  se  encuentran  en  fenotipo  proliferativo  y  que  pueden  ser  las  causantes  de  la
hiperplasia asociada al envejecimiento que se observó previamente.
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A        B
Figura 18. Medición de FSP1, marcador de cambio de fenotipo de las células musculares lisas, en aorta de ratones SAMR1 y SAMP8 de 7-8 meses. 
A) Localización de FSP1 en corte transversal de aorta. Se puede apreciar como apena se detecta en SAMR1, mientras que existe una gran cantidad en 
SAMP8. B) Cuantificación de FSP1 en aorta por Western Blot, utilizando GADPH como control endógeno para la normalización. SAMP8 tiene 
mayor cantidad de FSP1, indicando que las células musculares lisas de SAMP8 cambian a un fenotipo proliferativo. Los gráficos de barras representan 
la media y error estándar de la media. Los valores de P comparativos se muestran por encima de los gráficos de barras.
RESULTADOS
4. Las células musculares lisas de la aorta son más proliferativas en ratones SAMP8.
Para  dilucidar  si  las  células  musculares  lisas  de  la  pared  arterial  tienen  mayor  capacidad
proliferativa  en  ratones  envejecidos,  se  obtuvieron dichas  células  de  la  aorta  de  ratones  SAMP8 y
SAMR1  y  se  llevó  a  cabo  un  experimento  de  proliferación.  El  modelo  elegido  para  medir  la
proliferación  de  las  células  musculares  lisas  fue  el  ensayo  de  herida  (fig.  19A),  y  los  resultados
demuestran que las células de los ratones envejecidos tienen una mayor capacidad proliferativa que las
de los animales control.  Así pues, las células musculares lisas de las arterias aorta y femoral son las
responsables de la hiperplasia asociada al envejecimiento que se observó previamente.
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Figura 19. Medición de la capacidad de proliferación de las células musculares lisas procedentes de aorta de SAMR1 y SAMP8 de 7-8 meses. A) Ensayo 
de herida in vitro. T-0 corresponde a la herida recién realizada. T-12h corresponde a la herida 12 horas tras ser realizada. Se llevaron a cabo mediciones en 
un mínimo de 6 réplicas independientes a 0, 3, 6, 12 y 24 horas tras la realización de la herida. Las microfotografías son representativas de los tiempos 0 
horas y 12 horas. Las líneas blancas delimitan la herida. B) La cuantificación, representada en una curva de crecimiento, muestra el ritmo al que se cierra la 
herida. Las células musculares lisas procedentes de SAMP8 llegan prácticamente al 100% (herida completamente cerrada) al cabo de 24 horas, mostrando 
un ritmo mayor de proliferación que la células musculares lisas procedentes de SAMR1. Las barras representan el error estándar de la media. C) Medición 
del crecimiento de células musculares lisas procedentes de aorta de SAMR1 y SAMP8 de 7-8 meses in vitro. El ensayo se basa en impedancia y se mide en 
unidades arbitrarias (Cell Index). Las mediciones se llevaron a cabo de forma continua durante 48 horas en 6 réplicas independientes para cada grupo. En 
peuqeño se muestra el área bajo la curva del ensayo por impedancia. Se muestra como las células musculares lisas procedentes de SAMP8 tienen mayor 
capacidad de proliferación. Las barras muestran la media y el error estándar de la media. D) Conteo de células mediante hemocitómetro. Se plantaron 
cantidades iguales de células musculares lisas (2.5 x 104 células/cm2) y se contaron después de 7 días de incubación. El conteo se realizó mediante 
hemocitómetro automatizado. En el gráfico de crecimiento celular se muestra la relación entre células contadas a los 7 días de cultivo y las células 
sembradas. Las células de SAMP8 resultaron ser más proliferativas.
RESULTADOS
También se quiso comprobar este resultado por otras metodologías. Se utilizó una medición de
la proliferación de las células musculares lisas en tiempo real mediante impedancia (fig. 19B) y se validó
este resultado por conteo de células tradicional mediante cámara de Neubauer (Fig. 19C). En ambos
casos SAMP8 mostró más capacidad de proliferación que SAMR1, de acuerdo con el resultado prévio.
5.  La  lesión  de  la  pared  vascular  de  la  femoral  produce  una  mayor  hiperplasia  en  ratones
SAMP8.
A la vista de los resultados obtenidos in vitro, se quiso ampliar el estudio in vivo y para ello se
eligió un modelo de denudación de arteria femoral previamente validado en nuestro grupo221,222. Tras
sufrir  una lesión  de denudación de la  arteria  femoral,  tanto los  ratones  SAMR1 como los  ratones
SAMP8 desarrollan hiperplasia de la íntima (fig. 20), que condiciona la estenosis de la luz del vaso. Se
observó que los ratones SAMP8 desarrollan un mayor grado de hiperplasia que los ratones SAMR1.
Este resultado concuerda con los anteriores, demostrando que existe una mayor capacidad proliferativa
en las paredes vasculares de los animales envejecidos.
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Figura 20. Medición de la hipertrofia de la pared de la arteria femoral un mes tras la lesión arterial. Las microfotografías de cortes transversales de 
femoral son representativas de cada grupo. El gráfico muestra el porcentaje de estenosis (disminución del área de la luz del vaso) en un mínimo de 
6 mediciones independientes. Los gráficos de barras representan la media y error estándar de la media. Los valores de P comparativos se muestran 
por encima de los gráficos de barras.
RESULTADOS
6.  La  lesión  de la  arteria  femoral  causa  una mayor  activación de la  vía  AKT/mTOR en los
ratones SAMP8.
Con el objetivo de ahondar más en las vías implicadas en las diferencias encontradas, se llevó a
cabo  un  array  de  la  vía  AKT/mTOR,  así  como  de  enzimas  clave  en  inflamación,  apoptosis  y
senescencia con muestras de las arterias que sufrieron el procedimiento de denudación (fig. 21).
A este respecto, los resultados son controvertidos, pues hay un incremento de enzimas que
participan en la progresión de esta vía, como AKT, PI3K y PDPK1, pero también existe un incremento
de enzimas que regulan negativamente dicha vía,  como PTEN y AKT1S1.  Asimismo, enzimas tan
importantes en la vía AKT/mTOR, como son el propio mTOR y Rptor, no muestran cambios con el
envejecimiento.
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Figura 21. Cambios en la expresión de ARN mensajero en células musculares lisas procedentes de aorta de SAMP8 de 7-8 meses. Los ARNs se muestran 
agrupados en conjuntos funcionales según la vía de señalización a la que pertenecen. Se llevaron a cabo un mínimo de 6 réplicas independientes para cada 
medición. Los gráficos de barras representan la media y error estándar de la media. * p>0.05 en comparación con los valores de SAMR1.
RESULTADOS
7. La inhibición de la vía AKT/mTOR es capaz de disminuir la capacidad proliferativa de las
células musculares lisas de SAMP8.
A continuación se llevó a cabo un experimento de medición de la proliferación por impedancia
in vitro, en células musculares lisas de aorta de ratones SAMP8 y SAMR1. En este experimento se
inhibieron enzimas  clave  en vías  de  proliferación celular  mediante  el  tratamiento  con Wortmanina
(inhibidor PI3K, vía AKT-mTOR) o con PD98059 (inhibidor de ERK, vía de las MAPK) (fig. 22). Los
resultados muestran que la inhibición de la vía de AKT-mTOR disminuye la proliferación celular en
ratones envejecidos, pero no produce cambios en ratones control. Por otro lado, la inhibición de la vía
de las MAPK produce una disminución en la proliferación tanto de ratones envejecidos como control. 
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Figura 22. Efecto de 100nM de Wortmanina (inhibidor de PI3K, de la vía AKT) y de 1 μM de PD98059 (inhibidor de ERK, de la vía de las MAP 
quinasas). En las curvas de crecimiento se puede apreciar el efecto de ambos inhibidores en el crecimiento de células musculares lisas procedentes de aorta 
de SAMR1 y SAMP8 de 7-8 meses. Se midió el crecimiento de dichas células durante 48 horas en continuo mediante la medición de la impedancia. En el 
gráfico se muestra el área bajo la curva de crecimiento. Las células de SAMP8 muestran una tasa de proliferación basal mayor que las de SAMR1. La 
inhibición de la vía de las MAP quinasas disminuye la proliferación de SAMR1 y SAMP8, mientras que la inhibición de la vía de AKT disminuye solamente 
la proliferación de SAMP8. Se realizaron 6 réplicas para cada condición experimental. Los gráficos de barras representan la media y error estándar de la 
media. ***  p<0,001 en comparación con los valores de SAMR1;  p<0.01 en comparación con las células no tratadas.ϕ
RESULTADOS
8. La inhibición de miR-21 disminuye la actividad de AKT y reduce la proliferación de células
musculares lisas en SAMP8. 
Para  ahondar  más  en  los  cambios  que  se  producen  en  la  regulación  del  fenotipo  y  la
proliferación de las células musculares lisas de la vasculatura, se llevó a cabo un análisis in silico de los
miRNA implicados (fig. 23 y 24). Los mejores candidatos relacionados con el envejecimiento, las vías
AKT/mTOR y el cambio de fenotipo de células musculares lisas, resultaron ser los miR-21, miR-221,
miR-222, miR-143 y  miR-145.
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Figura 23. Red de micro ARN (miR) modificados (p>0.05) por la senescencia en aortas de ratón SAMP8 en relación a los valores expresados en SAMR1. 
El tamaño del círculo es relativo al factor de cambio observado en la expresión de cada miR. El patrón y el grado del color en cada círculo son relativos a la 
regulación abajo (rojo) o para arriba (verde) en la expresión de miRs. La red se visualizó utilizando el software Cytoscape.
RESULTADOS
De  estos  miRNA,  miR-21,  miR-221  y  miR-222  se  encuentran  incrementados  en  ratones





Figura 24. Análisis de la sub-red de los micro ARN (miR) interconectados con los miRs cambiados en aortas de SAMP8 y comunes a las vías de 
señalización (PI3K/Akt y mTOR) y los cambios de fenotipo de las células musculares lisas (VSMC), según las bases de datos en mirPath v.3. El patrón y el 
grado del color en cada círculo son relativos a la regulación abajo (rojo) o para arriba (verde) en la expresión de miRs. La sub-red interconexión de miR y el 







Con  el  objetivo  de  comprobar  si  las  diferencias  en  los  miRNA son  capaces  de  regular  la
proliferación de la células musculares lisas en cultivo, se llevó a cabo un experimento de proliferación
por incorporación de bromodeoxiuridina,   incluyendo tratamiento con inhibidores  de miRNA para
miR-21, miR-221 y miR-222, o con los miR-143 y miR-145 (fig. 26).  De estos tratamientos, el que
generó diferencias fue el de antimiR-21, mostrando una disminución significativa de la proliferación de
las células musculares lisas procedentes de SAMP8 en comparación con las de SAMR1. 
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Figura 25. Diferencias en la expresión de miRs cuantificada en aortas de SAMR1 y SAMP8 de 7-8 meses por qRT-PCR. La concentración de miRs se 
estableció en una curva de calibración basada en cantidades conocidas de cDNA de células musculares lisas de ratón y expresado como número de copias 
por ng de ARN total normalizado por el valor de Ct del control endógeno (ARN nuclear U6). Se realizaron 6 réplicas para cada condición experimental. 
Los gráficos de barras representan la media y error estándar de la media. Los valores de P comparativos se muestran por encima de los gráficos de barras.
RESULTADOS
9. El tratamiento local in vivo mediante anti-miR-21 reduce la hiperplasia en SAMP8.
Para comprobar si estos hallazgos se reflejaban  in vivo, se llevó a cabo un tratamiento local
mediante antimiR-21, antimiR-221, antimiR-222, miR-143 o miR-145 en ratones tras haber llevado a
cabo el mismo procedimiento de denudación femoral realizado con anterioridad (fig. 14).
Los  ratones  que  recibieron  el  tratamiento  con  antimiR-221  o  antimiR-222  mostraron  una
disminución en la hiperplasia posterior a la denudación femoral en SAMR1 así como en SAMP8. Sin
embargo estos cambios no resultaron ser significativos.
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Figura 26. Cambios en la proliferación de las células musculares lisas de aorta de SAMR1 y SAMP8 de 7-8 meses 
después del tratamiento con mimetico de miR o anti-miR. Las microfotografías muestran un ejemplo de 
transfección de células musculares lisas con miR marcado con FITC. Se sometió a las células a un tratamiento 
contra miR-21 y miR-221/222, así como un tratamiento con el mimetico de los miR-143/145. Se ha tratado un 
grupo control de la transfección con una secuencia de miR aleatorios que no reconocen ningún miR endógeno 
(scramble – Scb). El tratamiento contra miR-21 es capaz de disminuir la capacidad de proliferación en SAMP8, 
mientras que el tratamiento con miR-143/145 incrementa la capacidad de proliferación tanto en SAMR1 como en 
SAMP8. El tratamiento contra miR-221/222 no muestra efecto alguno. Se realizaron 6 réplicas para cada condición 
experimental. Los gráficos de barras representan la media y error estándar de la media. *  p<0.05 en comparación 
con los valores de las células no tratadas (NT); p<0.05 en comparación con las células de SAMR1.
RESULTADOS
Los animales que recibieron tratamiento con miR-143 o miR-145 mostraron un crecimiento
exacerbado de la capa muscular de la arteria femoral en comparación con los controles, siendo que
padecieron una mayor hiperplasia en respuesta a la denudación de la femoral tanto en el caso de ratones
SAMR1  como  SAMP8.  Así  como  en  el  caso  anterior,  estos  cambios  tampoco  resultaron  ser
significativos.
Por último, se llevó a cabo un tratamiento mediante antimiR-21. Dicho tratamiento no produjo
cambios en los ratones SAMR1, pero en ratones SAMP8 disminuyó de forma significativa la hiperplasia
producida por la denudación.
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Figura 27. Cambios en la proliferación de las células musculares lisas de la arteria femoral de SAMR1 y SAMP8 a los 7-8 meses de edad tras una lesión 
después del tratamiento de la arteria con mimeticos de miR o anti-miRs. Se llevaron a cabo tratamientos contra los miRs miR-21, miR-221/222 y miR-
143/145. Se ha tratado un grupo control de la transfección con una secuencia de miR aleatorios que no reconocen ningún miR endógeno (scramble – 
Scb). Las fotografías muestran cortes transversales de la arteria femoral representativos de los que se utilizaron en la medición. En azul se muestran los 
núcleos, marcados con DAPI. En verde se muestran las láminas de elastina, detectadas por autofluorescencia. En rojo se encuentra marcada la localización 
del tratamiento con miR. Los miRs conjugados al FITC se han detectados con un anticuerpo primário anti-FITC y un anticuerpo secundario conjugado 
con AlexaFluor-594 (rojo). El gráfico muestra el cambio en la estenosis (disminución de la luz del vaso) en SAMP8 debidos a cada tratamiento. Se puede 
apreciar como el único tratamiento que produce cambios significativos es el tratamiento contra miR-21, disminuyendo la estenosis. Se realizaron 6 réplicas 
para cada condición experimental. Los gráficos de barras representan la media y error estándar de la media. * p<0,05
RESULTADOS
SUBPROYECTO 2
La disfunción endotelial mediada por ciclooxigenasas durante el envejecimiento está regulada por
angiotensina II de forma diferente en función del sexo.
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RESULTADOS
1. En ratones CD1 no se producen cambios hormonales entre los 3 y los 12 meses de edad.
Para poder afirmar que no se dan cambios hormonales con el envejecimiento que afecten a los
resultados en el modelo de estudio elegido, se llevó a cabo una medición de la cantidad estradiol y
testosterona en suero de ratones de 3 meses de edad y de 12 meses de edad (Tabla 4). Tanto en machos
como en hembras, ni el estradiol ni la testosterona sufren cambios significativos al envejecer y por tanto
se puede  decir que las variaciones en los niveles hormonales no afectan a los cambios observados en
cada sexo.
Tabla 4. Niveles de estradiol y testosterona en machos y hembras a los 3 y los 12 meses.
Machos Hembras
3 meses 12 meses 3 meses 12 meses
Estradiol N.D. N.D.- 22,1 ± 1,4 pg/mL 20,7 ± 1,7 pg/mL
Testosterona 4,5 ± 1,1 ng/mL 3,6 ± 1,9 ng/mL 0,11 ± 0,04 ng/mL 0,08 ± 0,03 ng/mL
2. En ratones CD1 el peso se incrementa con la edad.
También  se  midió  el  cambio  en  el  peso  de  los  ratones  (Tabla  5).  En  machos  el  peso  se
incrementó de forma significativa, y en hembras sucedió lo mismo. En ambas edades, tanto jóvenes
como viejos, los machos siempre pesaban significativamente más que las hembras.
Cabe añadir que el tratamiento con Losartan no modificó el peso corporal en ningún caso, y
que, una vez normalizado por el peso corporal, la cantidad de losartan consumido ha sido siempre la
misma en todos los ratones, a razón de 0,6 g/L en el agua.
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Los valores expresan la media ± error estándar de la media. N.D. significa que los valores no eran detectables.
RESULTADOS
Tabla 5. Peso de machos y hembras a los 3, 7 y 12 meses de edad. 
Machos Hembras
3 meses 38.4±0.96g (33)*** 31.2±0.79g (33)
7 meses 45.0±0.82g (32)** 38.9±1.13g (34) 
12 meses 53.9±1.10g (40) *** 47.8±1.39 (37) g
Losartan 49.9±0.93g (24) 41.7±0.99g (23)
3. El envejecimiento y el Losartán ejercen un efecto sobre la presión arterial
Siendo el incremento de peso un factor de riesgo cardiovascular que incrementa el riesgo de
sufrir hipertensión, se midió la presión arterial de los ratones (Tabla 6). Cuando se compararon los
grupos sin tratamiento, no se encontraron diferencias en la presión arterial durante el envejecimiento ni
en machos ni en hembras, sin embargo si que se vieron diferencias en los grupos tratados con Losartan
de forma crónica de los 3 a los 12 meses de edad, cuya presión arterial disminuyó significativamente.
Esto  señaló  la  ruta  metabólica  de  la  angiotensina  II  como posible  responsable  de  algunos  de  los
cambios durante el envejecimiento en este modelo, de acuerdo con bibliografia citada préviamente en la
introducción, de modo que se evaluó su papel en la contracción aórtica mediante miografia.
Tabla 6. Presión arterial de machos y hembras a los 3 y los 12 meses de edad.
Machos Hembras
3 meses 51.5 ± 2.5 mmHg 49.9 ± 3.7 mmHg
12 meses 56.2 ± 2.6  mmHg 53.7 ± 3.0 mmHg
Losartan 45.6 ± 0.88 mmHg* 42.4.2 ± 2.6 mmHg*
4. El sexo influye en los cambios en la contractilidad de la aorta durante el envejecimiento.
Tanto la edad como el sexo son factores que afectan a los cambios en la pared vascular, que
tienen como resultado diferencias en la capacidad contráctil de los vasos, tanto de forma activa como
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El grupo de Losartan recibió tratamiento con este fármaco desde los 3 a los 12 meses. Los valores expresan la media ± error estándar de la media. Entre 
paréntesis se indica el número de animales. * = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001 en comparación con las hembras.
El grupo de Losartan recibió tratamiento con este fármaco desde los 3 a los 12 meses. Los valores expresan la media ± error estándar de la media. * = 
p<0,05 en comparación con los animales no tratados.
RESULTADOS
pasiva. Mediante miografia de la aorta torácica, la despolarización causada por cloruro de potasio (100
nM) sin ningún otro estímulo, nos muestra que la capacidad de contracción completa de la aorta es
significativamente mayor en machos que en hembras a todas las edades (fig. 28A). También nos muestra
que la capacidad de contracción de este vaso incrementa de forma significativa con la edad tanto en
machos como en hembras, aunque los machos siempre mantienen una mayor capacidad de contracción
a pesar de este incremento general.
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Figura 28. Influencia del sexo y la edad en la contracción inducida por AngII (A) y vasodilatación en respuesta a ACh (B) en aortas de ratones CD1. A) 
Los gráficos de barras representan la media ± error estándar de la media de la contracción máxima inducida por 100 mM de KCl (arriba) y el área bajo la 
curva de las contracciones en respuesta a AngII (abajo). B)  Los gráficos de barras representan la media ± error estándar de la media del área bajo la 
curva de cada curva de concentración-respuesta individual. Se llevaron a cabo de 6 a 10 experimentos (se muestra en cada barra) para cada punto de cada 
curva.      * = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001 
RESULTADOS
5.  La contracción en respuesta a angionensina II incrementa con la edad y está influenciada
por el sexo.
Para determinar el papel de posibles agonistas, se llevó a cabo una normalización mediante los
resultados obtenidos con la contracción en respuesta a cloruro de potasio. Ésta respuesta es causada
por la  despolarización del  músculo  liso  de  la  pared vascular  independientemente  de otras  posibles
variables y muestra la capacidad total de contracción del vaso.
La miografia que mide la respuesta normalizada causada por angiontensina II (fig. 28A), mostró
un incremento de la contracción tanto en machos como en hembras comparando los ratones de 3
meses de edad con los de 12 meses de edad, aunque este incremento fué significativamente mayor en
machos,  siendo que los  machos  de  12  meses  de  edad muestran de forma significativa  una mayor
contracción en respuesta a angiontesina II que las hembras de sus misma edad.
6.  Las  hembras  mantienen  una  mayor  capacidad  de  relajación  de  la  aorta  incluso  a  los  12
meses.
Para  medir  el  papel  del  endotelio  en  la  relajación  de  estas  aortas,  se  las  sometió  a  una
precontracción en respuesta a fenilefrina (como control positivo de contracción en la aorta), y se llevó a
cabo una posterior relajación en respuesta a acetilcolina (fig. 28B), que produce una relajación del vaso
dependiente de endotelio. Esto mostró que, a los 3 meses de edad, no existen diferencias entre machos
y hembras, pero a los 12 meses de edad los machos pierden mucha capacidad de relajación en la aorta,
siendo significativamente menor que la de las hembras de su misma edad. 
Para asegurarnos de que se trataba de una respuesta vinculada al endotelio, se llevó a cabo la
misma prueba utilizando nitroprusiato en lugar de fenilefrina, que actúa como donador de óxido nítrico
y por tanto lleva cabo una relajación del vaso independiente del endotelio. Esta prueba no mostró
diferencia alguna entre grupos, demostrando el papel del endotelio en las diferencias encontradas en la
relajación de la aorta.
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RESULTADOS
7. A los 12 meses, los machos presentan evidencias de disfunción endotelial.
De forma interesante se encontró que, en machos de 12 meses, había una respuesta bifásica a la
acetilcolina,  siendo que producía una relajación a bajas concentraciones, mientras que producía una
contracción a altas concentraciones. Esto es una respuesta propia de un endotelio disfuncional.
8.  A los  12  meses  el  receptor  de  angiotensina  II  AT2 disminuye  solamente  en  machos,  sin
embargo esto es prevenido por el tratamiento con Losartan.
Para  determinar  el  papel  de  las
diferentes  rutas  metabólicas  que  podían  ser
responsables  de  los  cambios  y  diferencias
observados,  se  midió  la  cantidad  de  RNA
mensajero de receptores de angiontesina II en
la pared vascular (fig. 29).
La traducción del  RNA mensajero del
receptor de angiotensina 1 no varia con la edad
ni  con  el  tratamiento  crónico  de  Losartan,
mientras que la del receptor de angiotensina 2
disminuye de forma significativa en machos de
12  meses  cuando  los  comparamos  con  los
machos de 3 meses. Este cambio es prevenido
mediante el tratamiento crónico con Losartan.
Por  otro  lado,  la  enzima  convertidora  de
angiotensina no muestra cambios con la edad ni
con el tratamiento crónico de Losartan. Estos
resultados  sugieren  que  un  cambio  en  la
proporción  de  receptores  de  la  vía  de  la
angiontensina  puede  ser  responsable  de  las
diferencias observadas previamente.
Para  obtener  un  mayor  detalle  de  las  rutas
metabólicas  implicadas  en  los  cambios
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Figura 29. Expresión de los ARN mensajeros de componentes clave del 
SRA: 1) Enzima convertidora de Ang (ACE), 2) receptor de AngII del 
tipo 1 (AT1)  y 3) receptor de AngII del tipo 2 (AT2) en aorta de ratón 
CD1. Se llevó a cabo una normalización mediante la expresión de la 
subunidad ribosomal 18S como control endógeno. Los datos representan 
la media ± error estándar de la media de 6 a 8 experimentos 
independientes en ratones de 3 a 12 meses de edad y ratones de 12 meses 
de edad a los que se administró un tratamiento con Losartan de los 3 a 
los 12 meses de edad. * = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001
RESULTADOS
observados,  se  llevó  a  cabo  miografías  en  que  se  inhibieron  la  vías  del  óxido  nítrico  y  de  las
ciclooxigenasas.
9. La sintasa de óxido nítrico es fundamental en la relajación de la aorta.
La inhibición de la  sintasa  de óxido nítrico  mediante  L-nitroarginin  metil  éster  (L-NAME)
frustró la relajación en respuesta a acetilcolina en todos los grupos, por tanto la sintasa de óxido nítrico
tiene un papel fundamental independientemente del sexo y la edad en la relajación de la aorta (fig. 32A).
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Figura 30. Rol de las COX en la relajación inducida por ACh. Se muestran las curvas de concentración-efecto en aortas de 
hembras (A) y machos (B) de ratones CD1. Las aortas se trataron con 10 µM de Indometaciona (inhibidor no selectivo de 
COX). Las gráficas de barras muestran la media ± error estándar de la media del área bajo la curva en hembras (C) y 
machos (D). Se llevaron a cabo de 6 a 10 experimentos individuales para cada experimento, tal como se muestra en cada 
barra. * = p<0,05
RESULTADOS
10. La inhibición de las ciclooxigenasas mejora la vasodilatación en machos de 12 meses.
La inhibición de las ciclooxigenasas mediante indometacina (fig. 30) no mejora la vasodilatación
respuesta a acetilcolina en hembras a ninguna edad (fig. 30A y 30C), pero si que lo hace en machos de
12 meses, siendo esta una diferencia dependiente del sexo con el envejecimiento (fig. 30B y 30D).
11.  La vía  de la  angiotensina  es  responsable
de la  peor relajación de los machos a los 12
meses.
Para medir la contribución de los cambios
observados  en  la  vía  de  la  angiotensina  II  se
realizó  una prueba de relajación en respuesta  a
acetilcolina  de  nuevo  en  animales  tratados  de
forma  crónica  con  Losartan  (fig.  31).  El
tratamiento no afectó a la relajación en hembras
de ninguna edad (fig. 31A), pero si que fue capaz
de prevenir los efectos vistos en los machos de 12
meses  (fig.  31B),  siendo  así  que  el  tratamiento
con Losartan hizo que los machos tratados desde
los 3 a los 12 meses tuvieron la misma respuesta
que  los  machos  de  3  meses.  Por  tanto,  este
resultado  muestra  otra  diferencia  en  el
envejecimiento vinculada al sexo.
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Figura 31. Papel de la AngII en la vasodilatación en respuesta a ACh. Se 
muestra la relajación en respuesta a ACh en aortas de hembras (A) y machos 
(B) de ratones CD1 sin tratar y de ratones que han recibido un tratamiento 
profiláctico con Losartan. Las gráficas de barras muestran la media ± error 
estándar de la media del área bajo la curva (C). Se llevaron a cabo de 6 a 10 
experimentos individuales para cada experimento, tal como se muestra en 
cada barra. * = p<0,05
RESULTADOS
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Figura 32. Rol de la NOS en las contracciones inducidas por la AngII. Se evaluó el papel de la NOS mediante el tratamiento con su inhibidor L-NAME 
(100 μM). A) Curvas de concentración-respuesta a AngII. Las gráficas de barras representan la media ± el error estándar de la media del área bajo la curva 
tras el tratamiento con L-NAME. B) Análisis por Western Blot para medir la expresión de eNOS (derecha) y su estado de fosforilación en la Serina 1177 
(izquierda). Se llevaron a cabo de 6 a 10 experimentos individuales para cada experimento. * = p<0,05
RESULTADOS
12. El óxido nítrico tiene menos actividad vasorelajadora en machos de 12 meses.
Al tener la edad un efecto negativo en la producción de óxido nítrico en la vasculatura, se llevó
a  cabo  una  miografía  para  averiguar  el  papel  del  óxido  nítrico  en  la  contracción  en  respuesta  a
angiotensina II (fig. 32A).
El inhibidor de la producción de óxido nítrico L-NAME es capaz de incrementar la capacidad
contráctil  en  respuesta  a  angiotensina  II  tanto  en  machos  como  en  hembras.  Sin  embargo,  este
incremento fue menor en machos de 12 meses que en el resto de grupos, indicando que el óxido nítrico
tiene un papel menos importante en machos envejecidos. Por tanto, la  actividad vasorelajadora del
óxido nítrico se da menos en machos envejecidos que en el resto de grupos.
13. Los machos de 12 meses expresan menos eNOS.
El descubrimiento anterior muestra otra diferencia en el envejecimiento vinculada al sexo, y
para averiguar más sobre ello se llevó a cabo una medición de la cantidad de óxido nítrico sintasa
endotelial en la pared del vaso (fig. 32B). Este experimento mostró que la expresión de esta proteína
disminuye  en  machos  de  12  meses,  mientras  que  en  el  resto  de  grupos  se  mantiene  estable,  en
concordancia con los resultados anteriores. 
También  se  realizó  una  medición  de  la  cantidad  de  sintasa  de  oxido  nítrico  endotelial
fosforilada, esto es, activa (fig. 32B). El resultado muestra que la proporción de proteína fosforilada con
respecto a la total se mantiene igual en todos los grupos, sugeriendo que las diferencias encontradas se
deben  a  diferencias  en  la  expresión  de  esta  enzima  más  que  en  su  activación.  Curiosamente,  el
tratamiento crónico con Losartan no es capaz de prevenir este cambio en la expresión de la sintasa de
óxido nítrico endotelial (fig. 32B).
14. La vía de la angiotensina II causa una mayor activación de COX1 y COX2 en machos de
doce meses.
Las alteraciones en la expresión y actividad de ciclooxigenasas también se han vinculado al





Figura 33. Influencia del sexo, la edad y la AngII en la actividad y expresión de las COX en aorta. A) Seguimiento de la actividad de la COX1 durante el tiempo; 
B) Seguimiento de la actividad de la COX2 durante el tiempo. Las gráficas de barras muestran la media ± error estándar de la media del área bajo la curva para la 
actividad de COX1 (C) y de COX2 (D). E) Expresión de proteína y ARN mensajero de COX1 ; F) Expresión de proteína y ARN mensajero de COX2; los 
valores se normalizaron utilizando GAPDH como control endógeno para la proteína y la subunidad ribosomal 18S para el ARN mensajero. Se llevaron a cabo de 
6 a 10 experimentos individuales para cada experimento. * = p<0,05
RESULTADOS
Se descubrió que la edad incrementa la actividad de la ciclooxigenasa 1 y 2 tanto en machos
como en hembras (fig.33A-D). Por otro lado, la actividad de estas enzimas muestra diferencias entre
machos y hembras con el envejecimiento. Así, los machos de 12 meses muestran el doble de actividad
de ambas ciclooxigenasas cuando lo comparamos con las hembras de la misma edad. Esta diferencia en
el incremento de actividad hace más importante las pequeñas diferencias encontradas entre machos y
hembras en el incremento de la expresión de las ciclooxigenasas (fig. 33E y 33F), pues si tanto machos
como hembras muestran un incremento en su expresión, los machos muestran una mayor expresión a
los  12 meses. En todos  los  casos  el  tratamiento  crónico  con Losartan es  capaz de prevenir  estos
cambios, sugeriendo que se encuentran vinculados a la vía de la angiontensina II.  La capacidad del
Losartan de prevenir  estos cambios  se ve de forma significativa en todos los casos, excepto en la
ciclooxigenasa 1 en los machos, cuya disminución en expresión y actividad gracias al tratamiento con
Losartan es tan solo una tendencia.
También se midió la cantidad de las enzimas PGI2 sintasa y TXA2 sintasa, no encontrándose
cambios en ningún caso.
15.  El  estímulo  mediante  acetilcolina  incrementa  las  prostaglandinas  vasodilatadoras  en
hembras y vasoconstrictoras en machos.
Se midió también la cantidad de diversas prostaciclinas y tromboxanos (Tabla 7). Se encontró
que, tras el estímulo con acetilcolina en aortas de hembras de 12 meses el incremento de la actividad y
expresión  de  las  ciclooxigenasas  favorece  un incremento  de  la  prostaglandina  PGI2 con actividad
vasodilatadora  sobre  las  prostaglandinas  y  tromboxanos  vasoconstrictores   PGF2α y  TXA2.  Sin
embargo  en  machos  este  caso  no  se  da,  y  no  hay  cambios  en  PGI2 ni  en  TXA2,  mientras  que
incrementa la cantidad de prostaglandina vasoconstrictora PGF2α. 
-81-
RESULTADOS
Tabla 7. Niveles de prostanoides después de la curva de concentración-efecto a la ACh.  
pg/mL Machos Hembras
3 meses 12 meses Losartan 3 meses 12 meses Losartan
6-keto
PGF-1α
512,0 ± 144,5 611,4 ± 63,4 111,6 ± 116,6α 552,8 ± 120,4 1062,9 ± 81,2* 904 ± 97,6
TXB2 11,05 ± 1,16 12,36 ± 0,89 12,12 ± 0,98 7,82 ± 1,44 8,72 ± 1,42 7,72 ± 1,84
PGF2α 651,5 ± 53,9 883,5 ± 72,2* 356,9 ± 36,4α 681,9 ± 105,5 532,0 ± 75,9 484,4 ± 49,1
16.  La  vía  de  la  angiotensina  II  actúa  de  forma diferente  en  machos  y  hembras  durante  el
envejecimiento y es responsable de los efectos perjudiciales observados en machos.
En células vasculares, se sabe que las ciclooxigenasas son un medidador de daño vascular por
parte  de  angiontesina  II,  así  pues,  se  llevó  a  cabo  las  mismas  mediciones  para  productos  de
ciclooxigenasas en los animales que recibieron tratamiento crónico con Losartan (Tabla 7). 
El tratamiento con Losartan mostró un incremento de la prostaglandina vasodilatadora PGI2
tras el estímulo con acetilcolina con respecto a los machos de 12 meses, equiparando estos resultados a
los  resultados  encontrados  en hembras  de  12 meses. También se  encontró  una disminución  de la
prostaciclina  vasoconstrictora  PGF2α.  No se encontraron cambios  en las  hembras, sugeriendo una
diferencia entre machos y hembras en la vía de la angiotensina II durante el envejecimiento.
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1. Al envejecer, la aorta sufre una hiperplasia causada por la vía de la angiotensina II que se
da a diferente ritmo en machos y hembras.
Tras encontrar estos cambios  causados por el  envejecimiento  en la  fisiología  de la  aorta,  quisimos
averiguar si se correspondían con cambios en su anatomía. 
Se descubrió que la aorta se vuelve más gruesa con la edad, tanto en machos como en hembras.
A los 3 meses machos y hembras presentan un grosor similar, sin embargo en los machos la aorta
incrementa su grosor antes, ya que a los 7 meses ya tienen una aorta del mismo grosor que a los 12
meses, mientras que las hembras sufren este proceso de forma más gradual,  siendo que presentan
aortas de grosor intermedio entre los 3 y los 12 meses a los 7 meses, y no alcanzan el nivel de los
machos hasta los 12 meses (fig. 34A y 34B).
El tratamiento con Losartan previene el proceso de engrosamiento de la aorta tanto en machos
como en hembras, permanienciendo esta del mismo tamaño que a los 3 meses a la edad de 12 meses
tras 9 meses de tratamiento (fig. 34D)
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Figura 34. A) Microfotografías de cortes transversales de la pared de la aorta teñidas mediante hematoxilina-eosina y representativas de cada grupo. Se 
evaluaron ratones CD1 de 3, 7 y 12 meses, así como ratones a los que se administró Losartan de los 3 a los 12 meses de edad. B) Grosor de la pared de la 
aorta obtenido a partir de la medición de su perímetro interno y externo. C) Área de la luz de la aorta obtenida a partir de la medición del perímetro 
interno de la pared de la aorta D) Efecto del tratamiento crónico con Losartan en el grosor de la pared de la aorta. Se llevaron a cabo de 6 a 10 
mediciones individuales en cada caso.  Las gráficas de barras muestran la media ± error estándar de la media  * = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001
RESULTADOS
Cabe mencionar que esta hiperplasia de la pared de la aorta se produce por un crecimiento de la
capa intermedia hacia afuera de la luz del vaso, pues el área de la luz del vaso permanece invariable a
todas las edades (fig. 34C).
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Figura 35. A) Microfotografías bajo luz polarizada de cortes transversales de la pared de la aorta teñidas mediante rojo 
picrosirio y representativas de cada grupo.  Se evaluaron ratones CD1 de 3, 7 y 12 meses, así como ratones a los que se 
administró Losartan de los 3 a los 12 meses de edad. Cuantificación de colágeno maduro (B) y de nueva formación (C) 
en la pared de la aorta. Efecto del Losartan en la cantidad de colágeno maduro (D) y de nueva formación (E) en la pared 
de la aorta. Se llevaron a cabo de 6 a 10 mediciones individuales en cada caso.  Los valores utilizados (Mean Gray Value) 
son arbitrarios.  Las gráficas de barras muestran la media ± error estándar de la media  * = p<0,05 ; ** = p<0,01
RESULTADOS
2. Existe un mismo patrón para la fibrosis en la aorta durante el envejecimiento.
Tras  descubrir  estos  patrones  de  hiperplasia  en  la  aorta,  diferentes  en  machos  y  hembras,
quisimos ver si existe algún proceso de fibrosis en la aorta que relacionado con ello. Por tanto se midió
la cantidad de colágeno, tanto de nueva formación como colágeno ya consolidado, en las aortas de
machos y hembras a diferentes edades (fig. 35A).
Esto  mostró  que,  partiendo  ambos  sexos  de  un  nivel  similar  a  los  3  meses,  los  machos
presentan un incremento significativo de la fibrosis ya a los 7 meses  y que permanencen iguales a los
12 meses. Por otro lado, las hembras solo muestran una tendencia no significativa de incremento de la
cantidad de fibras de colágeno en la aorta. Esto se reproduce tanto en fibras de colágeno de nueva
formación como en las ya consolidadas. (fig. 35B y 35C).
El tratamiento crónico con Losartan previene los cambios antes mencionados, permanenciendo
las aortas de los animales tratados de forma crónica con una cantidad de fibra de colágeno similar a la
que se encuentra a los 3 meses (fig. 35D y 35E).
Así pues, tanto la hiperplasia como la acumulación de fibra de colágeno en la aorta siguen el
mismo patrón de envejecimiento dependiente del sexo, en el cual los machos sufren estos cambios de
forma brusca y temprana, mientras las hembras los sufren de forma gradual y más tardía. Además se
puede decir que estos cambios están causados por la vía de la angiotensina II, pues el bloqueo de los
receptores de angiotensina II previene estos cambios.
3.  El  estrés  oxidativo  incrementa  con  la  edad  de  forma  independiente  a  la  vía  de  la
angiotensina II, pero con un ritmo diferente en machos y hembras.
Siendo la vía de la angiontesina II una ruta metabólica implicada en la producción del estrés
oxidativo, quisimos ver si las diferencias encontradas en esta vía tanto, anatómicas como fisiológicas,
también se corresponden a diferencias en el estrés oxidativo de la aorta.
Se midió el nivel de estrés oxidativo de la aorta a diferentes edades en machos y hembras (fig.
36A),  y  se  encontró  el  mismo patrón asociado al  envejecimiento  y  dependiente  del  sexo visto  en
resultados anteriores. A los 3 meses machos y hembras tienen un nivel similar de estrés oxidativo, pero
los machos sufren un brusco incremento del nivel de estrés oxidativo a los 7 meses y este se mantiene
estable a los 12 meses, mientras que las hembras no sufren un incremento de estrés oxidativo en la




Figura 36.  A) Microfotografías de cortes transversales de la pared de la aorta representativas de cada grupo. Se evaluaron ratones CD1 de 3, 7 y 12 meses, así 
como ratones a los que se administró Losartan. B) Medición del estrés oxidativo en pared de aorta en la que se ha inhibido la NADPHox mediante el 
tratamiento con Apocinina. C) Las gráficas de barras muestran la cuantificación del estrés oxidativo en ratones machos y hembras de 3, 7 y 12 meses de edad. 
D) Efecto del tratamiento cŕonico con Losartan en el estrés oxidativo. Efecto de la inhibición de la NADPHox mediante la Apocinina en el estrés oxidativo 
en aorta de hembras (E) y de machos (F), respectivamente. G) Proporción del cambio del estrés oxidativo a causa de la inhibición de la NADPHox. Se 
llevaron a cabo 6-10 experimentos.  Las gráficas de barras muestran la media ± error estándar de la media  * = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001
RESULTADOS
Sorprendentemente,  el  tratamiento  con  Losartan  no  previene  estos  cambios  asociados  al
envejecimiento, por lo que este resultado sugiere que a vía de la angiontesina II no es la responsable de
estos resultados, a pesar de la similitud del patrón observado (fig. 36D).
4.  La  NAD(P)H  oxidasa  es  la  enzima  responsable  de  producir  el  incremento  de  estrés
oxidativo durante el envejecimiento.
A la luz de los resultados anteriores, quisimos averiguar que ruta metabólica está implicada en
los cambios observados en el  estrés  oxidativo, de modo que llevamos a cabo una inhibición de la
enzima NAD(P)H oxidasa mediante Apocinina para ver si esto modificaba la producción de óxido
nítrico en la aorta a diferentes edades (fig.  36B).
El resultado de este experimento muestra que la inhibición de la NAD(P)H oxidasa de forma
aguda es capaz de revertir la capacidad de la aorta de producir estrés oxidativo a niveles equivalentes a
los encontrados en animales de 3 meses, tanto en machos como en hembras a todas las edades (fig. 36E
y 36F). Así, en machos de 7 meses se revierte el incremento significativo que se encontró previamente,
mientras que en hembras no se da el caso, pues no hay incremento a esta edad y los niveles de estrés
oxidativo permanecen invariables. Lo mismo sucede a los 12 meses, edad a la que tanto machos como
hembras  muestran  un  significativo  incremento  del  estrés  oxidativo  cuando  los  comparamos  con
animales de 3 meses del mismo sexo. El tratamiento agudo con Apocinina logra que a los 12 meses,
tanto machos como hembras, reduzcan los niveles de estrés oxidativo producido por la aorta a niveles
similares a los encontrados a los 3 meses de edad.
-88-
RESULTADOS
5. El TNFα no es responsable directo del patrón de actividad de la NAD(P)H oxidasa.
Siendo la enzima NAD(P)H oxidasa la responsable de los cambios observados en la producción
de estrés oxidativo a diferentes edades, incluyendo las diferencias encontradas entre machos y hembras,
quisimos averiguar mediante qué vía metabólica se lleva a cambio este cambio en la enzima NAD(P)H
oxidasa.
Por ello se repitió el mismo experimento, esta vez llevando a cabo una inhibición aguda de
TNFα (fig. 37B).
Sorprendentemente, la inhibición aguda de TNFα solamente disminuye la producción de estrés
oxidativo en la aorta a los 7 meses en machos, permaneciendo el resto de grupos igual a los controles
(fig. 37C y 37D).
Así pues, quisimos averiguar si los niveles de traducción y transcripción de  TNFα varían con la
edad en machos y hembras, pues un cambio continuado en el tiempo podría explicar los cambios mejor
que la información que obtuvimos mediante inhibición aguda.
Midiendo la cantidad de ARN mensajero de  TNFα, no se detectaron diferencias entre sexo,
pero se vio una tendencia a incrementar la transcripción de  TNFα con el envejecimiento (fig. 37F).
Si que se detectaron diferencias en la expresión de TNFα en la pared arterial, teniendo estas
diferencias el mismo patrón de cambio observado en la producción de estrés oxidativo en la aorta, lo
que sugiere que TNFα está implicada en este proceso (fig. 37G).
La  expresión  de  TNFα se  incrementa  con  la  edad  en  ambos  sexos,  pero  en  machos  este
incremento es más temprano, siendo significativo a los 7 meses y permaneciendo igual a los 12 meses,
mientras en hembras este incremento significativo se produce más tardíamente, a los 12 meses, cuando
alcanzan el nivel de expresión de TNFα de los machos.
Para dilucidar el contexto metabólico de estos cambios y encontrar una explicación coherente
que los explicase, llevamos a cabo un estudio exhaustivo de diversas vías metabólicas que se sabe que




Figura 37.  Medición del estrés oxidativo en cortes transversales de pared de aorta. A) Microfotografías de cortes transversales de la pared de la aorta representativas de 
cada grupo. Se evaluaron ratones CD1 de 3, 7 y 12 meses, así como ratones a los que se administró Losartan de los 3 a los 12 meses de edad. B) Medición del estrés 
oxidativo en cortes transversales de pared de aorta en la que se ha inhibido la TNFα mediante el tratamiento con R-7050.  Efecto de la inhibición de la TNFα en el estrés 
oxidativo en corte transversal de aorta de hembras (C) y de machos (D), respectivamente. E) Proporción del cambio (en logaritmo de base 2) del estrés oxidativo a causa 
de la inhibición de TNFα. F) Cuantificación del ARN mensajero de TNFα en aorta; G) Cuantificación de la proteína de TNFα en aorta. Se llevaron a cabo de 6 a 10 
mediciones individuales en cada caso.  Las gráficas de barras muestran la media ± error estándar de la media  * = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001
RESULTADOS
6.  La  transcripción  de  RAS  sigue  el  mismo  patrón  que  la  hiperplasia  durante  el
envejecimiento.
Mediante  PCR  encontramos  que  la  enzima  Hras  incrementa  su  transcripción  con  el
envejecimiento, siguiendo el mismo patrón encontrado en la hipertrófia y fibrosis de la aorta (fig. 38).
Esto es, a los 3 meses de edad ambos sexos tienen niveles similares de transcripción de Hras, pero los
machos sufren un incremento en la trancripción más temprana y brusca, a los 7 meses de edad, y estos
niveles  se mantienen a los 12 meses. La hembras, en cambio, sufren un cambio más gradual en la
transcripción de esta enzima, y solamente se da un incremento significativo a los 12 meses, cuando
igualan los niveles vistos en machos ya a los 7 meses.
De  la  misma  forma  que  se  observó  previamente  en  hipertrófia  y  fibrosis  de  la  aorta,  el
tratamiento crónico con Losartan previene estos cambios, permaneciendo los animales de ambos sexos
en el mismo nivel que encontramos a los 3 meses.
Siendo la enzima Hras de vital importancia en rutas metabólicas de proliferación, esto sugiere
que este cambio es responsable de los resultados encontrados en hiperplasia y fibrosis.
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Figura 38. Cuantificación del ARN mensajero de Hras en aorta de ratones CD1 de 3, 7 y 12 meses, así como 
ratones a los que se administró Losartan de los 3 a los 12 meses de edad. Se utilizó como control endógeno la 
subunidad ribosomal 18S. Las gráficas de barras muestran la media ± error estándar de la media  * = p<0,05 ; β = 
p<0,05 comparando con ratones de 12 meses de edad.
RESULTADOS
7. La vía AKT/mTOR y la influencia que la vía de la angiotensina II tiene sobre ella explican
los diferentes patrones de hiperplasia en machos y hembras al envejecer.
Asimismo, detectamos diferencias en la vía metabólica AKT-mTOR (fig. 39A y 39B). Tanto
machos como hembras sufren un incremento significativo en la trasncripción de AKT1, AKT2, Rptor y
AKT1S1 con el envejecimiento. Todas estas enzimas se encuentran en relacionadas con la regulación de
la proliferación, crecimiento celular, producción de ribosomas y metabolismo mitocondrial entre otros.
El incremento encontrado es igual en machos y hembras. Sin embargo solamente en hembras se ha
visto un incremento significativo de PTEN, una enzima que regula negativamente a mTOR y por tanto
actua como un freno de esta vía.
También se encontró que, de forma interesante, el efecto del tratamiento crónico de Losartan
actúa de forma diferente en la regulación de esta vía metabólica en machos y hembras, sugierendo una
importante implicación de la angiotensina II en esta vía (fig 39C). El hecho que el tratamiento con
Losartan tenga un efecto diferente dependiendo del sexo concuerda con los resultados previamente
mostrados y proporciona una base teórica acerca de por qué existen estas diferencias.
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Figura 39. Cuantificación del ARN mensajero de enzimas de la vía AKT/mTOR en aorta de machos (A) y hembras (B) de ratones CD1 de 3, 7 y 12 
meses, así como ratones a los que se administró Losartan  (C) de los 3 a los 12 meses de edad. Se utilizó como control endógeno la subunidad ribosomal 
18S. Las gráficas de barras muestran la media ± error estándar de la media  * = p<0,05
RESULTADOS
El tratamiento crónico con Losartan no produce en machos cambios en la transcripción de
AKT1 ni AKT2, sin embargo en hembras conlleva una disminución significativa en ambos casos. En
PTEN, el  único caso en que hay diferencias  asociadas al  sexo y al  envejecimiento, no se detectan
cambios con el tratamiento de Losartan, sugeriendo que es una diferencia entre machos y hembras
independiente de la via de la angiontesina II, y que se trata de una diferencia muy consolidada. En el
caso de Rptor y AKT1S1, ambos reguladores negativos de la vía AKT-mTOR, se ven cambios opuestos
en machos  y  hembras.  En machos  se  produce un incremento  significativo de ambos a  causa  del
tratamiento con Losartan, mientras que en hembras se produce una disminución significativa en ambos
casos.
Estos  resultados  demuestran  que  las  respuestas  a  los  eventos  que  se  producen  durante  el
envejecimiento son diferentes en machos y hembras, es decir  que hay una regulación diferente del
proceso del envejecimiento vascular en machos y hembras.
El tratamiento con Losartan arroja luz sobre este hecho al verse que, tras llevarse a cabo, los
machos sufren un incremento de la transcripción de las enzimas que regulan negativamente vías de
proliferación, crecimiento celular, etc. Las hembras, por otro lado, disminuyen la transcripción de las
enzimas que regulan positivamente estas  vías. Esto son, por tanto, dos aproximaciones opuestas al
mismo estímulo: al llevarse a cabo el tratamiento con Losartan en los machos se incrementan aquellos
factores que frenan los cambios metabólicos asociados al envejecimiento vascular, mientras que en las
hembras se reducen aquellos factores que empeoran con el envejecimiento vascular.
Así  pues, esto sugiere  que la  vía  de  la  angiontesina  II  está  promoviendo el  envejecimiento
vascular de forma diferente en machos y hembras. En machos esta vía disminuye la capacidad para
regular negativamente las vías que se exacerban con el envejecimiento vacular, y en hembras incrementa








En esta tesis hemos tratado de determinar los mecanismos asociados con la disfunción y el
remodelado vascular en etapas tempranas de la senescencia. Para ello, se utilizó el modelo murino de
senescencia  acelerada (en inglés  Senescence Accelerated Mice -  SAM), que ha sido establecido por
nuestro grupo y otros como un modelo adecuado para estudiar los efectos de la senescencia vascular
espontánea en un período de tiempo conveniente y estándar215,218,223-228. Los ratones SAM se estudiaron a
los 7-8 meses de edad, en base a estudios previos de nuestro grupo demostrando que a los 7 meses los
ratones  propensos  a  la  senescencia  acelerada  (SAMP8),  pero  no  los  resistentes  a  la  senescencia
acelerada (SAMR1), empiezan a manifestar signos de senescencia vascular215,218,223-228. En los análisis para
biomarcadores  de senescencia,  como la  expresión de la  proteína  supresora  de tumores 53 (p53)  y
actividad  de la  β-galactosidasa  (β-gal),  se  encontró que las  aortas  de SAMP8 en la  edad estudiada
presentan aumento de la expresión de p53. Además, estas arterias exhiben zonas con un mayor nivel de
actividad de β-gal, de acuerdo con estudios previos226,229. Lo mismo pasa con las células musculares lisas
aisladas de la aorta.  Estos resultados indican la presencia  de senescencia celular  en parte del  tejido
vascular,  pero no en toda la arteria,  indicando un principio del  proceso de senescencia  en la  edad
estudiada.
La senescencia vascular se considera un proceso perjudicial que conduce a una remodelación
gradual de la pared del vaso, que a su vez lleva al desarrollo de enfermedades cardiovasculares 230. En
este estudio se observó que el grosor de la pared vascular de la aorta y la arteria femoral en ratones
SAM  se  incrementa  con  el  envejecimiento  sin  modificar  el  diámetro  del  lumen,  es  decir  que
observamos un inicio de remodelado hipertrófico externo. Este resultado está ampliamente validado en
la  bibliografía  en  diversos  modelos  animales  y  en  humanos,  respaldando  nuestro  modelo  de
envejecimiento7,51-60 .  
Estudios de nuestro grupo y otros investigadores han demostrado que esta hipertrofia se debe a
la proliferación y migración de las células musculares lisas, pero que tanto el colágeno como la elastina
mantienen su proporción inalterada en la pared arterial debido a un equilibrio entre su síntesis y su
degradación215,231.  Por  otro  lado,  otros  investigadores  han  demostrado  que  sí  existen  cambios  en
diversos componentes estructurales de la pared arterial con el envejecimiento, entre ellos el colágeno y
la elastina en modelos de ratón con envejecimiento cronológico232 o con senescencia acelerada233, pero
se debe tener en cuenta que esto es debido a que el rango de edad a que se obtienen estos resultados es
mucho más avanzado, 20-24 meses para ratones con envejecimiento cronológico y 10-12 meses en
ratones con senescencia acelerada SAMP11. También se ha demostrado que hay una desorganización y
disminución de la elastina y un incremento de la deposición de colágeno en ratas de 30 meses y en
primates de 20 años de edad57,234-236. No obstante, no se han encontrado cambios en el contenido de
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colágeno y la estructura de la elastina, de modo que planteamos la hipótesis de que, en esta fase de la
senescencia vascular, la hipertrofia se caracteriza por una mayor proliferación de las células musculares
lisas. 
Para confirmar nuestra hipótesis, realizamos una serie de protocolos experimentales in vitro e in
vivo  para caracterizar el potencial  proliferativo de las células musculares lisas de las arterias de los
animales con senescencia. En tres ensayos distintos (análisis de la tasa de crecimiento celular, ensayo de
crecimiento basado en impedancia y ensayo de herida) demostramos que las células musculares lisas
aisladas de aorta de ratones SAMP8 tienen una mayor tasa de proliferación que las células musculares
lisas aisladas de SAMR1. Este resultado también se encuentra respaldado en la bibliografía, al ser más
proliferativas las células musculares lisas de la pared vascular a medida que se envejece, y se encuentra
en diversos modelos animales y en humanos54,57,61.  Por otro lado, el  modelo de lesión de la  arteria
femoral en ratón ha sido ampliamente utilizado por nuestro grupo y por otros investigadores y se ha
establecido como un modelo que permite evaluar la proliferación en la pared arterial  in vivo 221,237-241.
Realizando este procedimiento demostramos que los ratones SAMP8 desarrollan una mayor hipertrofia
de la pared vascular tras la lesión, de acuerdo con los resultados anteriores en que demostramos que las
células musculares lisas de la pared vascular son más proliferativas en SAMP8. Asimismo, este resultado
también está de acuerdo con los artículos encontrados en la bibliografía, en que las paredes arteriales
desarrollan más hipertrofia de la capa media al envejecer215,218,223-228.
Con el objetivo de averiguar que vías metabólicas estaban implicadas en los resultados previos,
se llevó a cabo un experimento medición de la proliferación en células musculares lisas de aorta de
SAMP8 y SAMR1. Se inhibieron enzimas de vías de proliferación celular que creíamos que estaban
implicadas en los resultados obtenidos mediante el tratamiento con Wortmanina (inhibidor PI3K, vía
AKT-mTOR) o con PD98059 (inhibidor de ERK, vía de las MAPK). Se eligieron estas vías debido a
que ambas son de alta importancia en la migración y la proliferación242,243. 
 La  vía  de  las  MAPK  controla  diversos  procesos,  entre  ellos  la  transcripción,  el
metabolismo, la movilidad, la proliferación y la apoptosis242,243 y se ha descrito que la activación de las
MAPK se da en la hipertrofia de la capa media245. En nuestro estudio, la inhibición de la vía de las
MAPK provoca una disminución de la capacidad de proliferación tanto en SAMR1 como en SAMP8.
Una explicación posible para este resultado es que otros estudios han demostrado que la activación de
la vía de las MAPK se encuentra activada durante el envejecimiento por una miríada de factores246, entre
ellos las ROS, factores de inflamación, el SRA y factores de crecimiento247-251. A esto hay que añadir que
la vía de las MAPK es una vía intrínsecamente compleja, dado que dentro de ella podemos considerar
que existen diversas vías metabólicas de transducción de señales que se relacionan, incluyendo la vía de
-96-
DISCUSIÓN
ERK, la vía de JNK y la vía de p38242.  Esto puede causar que exista una regulación compleja de esta vía
y que la inhibición solamente de ERK no sea capaz de mostrar diferencias debidas al envejecimiento.
Por  otro  lado,  se  ha  demostrado  que  ERK no  se  encuentra  relacionada  con  el  incremento  de  la
capacidad de proliferación de las células musculares lisas durante el envejecimiento244, por tanto esto
respaldaría  nuestro  resultado  en  que  la  inhibición  de  ERK  produce  el  mismo  resultado
independientemente  de la  edad.  Sin embargo otros estudios  si  que han descrito un incremento de
actividad de ERK  en células musculares lisas con el envejecimiento252,253, por tanto no queda clara la
vinculación de esta vía con el envejecimiento vascular.
La inhibición de la vía AKT/mTOR es capaz de disminuir la capacidad proliferativas de
las células musculares lisas únicamente en SAMP8 . La proteína AKT es una serina/treonina quinasa
que se ha descrito que actúa promoviendo la proliferación y la migración, e inhibiendo la apoptosis en
células musculares lisas254-256. También participa en la activación de NF-КB en respuesta a TNFα257,258,
activa la vía de mTOR y se puede encontrar en el núcleo celular donde activa factores de transcripción
como FOXO, regulando el  ciclo  celular242.  AKT también  promueve la  migración remodelando los
filamentos de actina259 y activando metaloproteasas260.
Los micro ARN (miR) son una clase novedosa de ARN endógenos, pequeños y no codificantes
que  regulan  la  expresión  génica  a  través  de  la  degradación,  la  inhibición  de  la  traducción  o,  en
condiciones  especiales,  la  activación  de  la  traducción  de  sus  ARN  mensajeros  (ARNm)261.  Estos
pequeños ARN no codificantes están altamente expresados en el sistema cardiovascular, incluyendo la
pared vascular262. Numerosos estudios han puesto de relieve el papel y la función de los miRs en el
mantenimiento de condiciones fisiológicas normales y el desarrollo de la enfermedad. En este estudio,
nuestro objetivo ha sido determinar las implicaciones de los miRs en el campo de la remodelación
vascular.
El primer artículo de que tenemos constancia sobre el rol de un miR en las células musculares
lisas  se  publicó  en  2007263.  Entre  los  miR  mencionados  en  la  bibliografía,  miR-143/145  se  ha
establecido  como un miR muy expresado de forma habitual  en las  células  musculares  lisas  sanas,
mientras  que  disminuye  en  células  musculares  lisas  proliferativas,  tanto  in  vivo como  in  vitro,  de
acuerdo con nuestros resultados198,264. Aunque el mecanismo por el cual actúa el miR-143/145 no está
del todo claro, se ha sugerido que promueve la diferenciación de las células musculares lisas 198. Dado
que nuestros resultados  muestran que los  ratones SAMP8 tienen menos miR-143/145 en la  pared
vascular que los ratones SAMR1, esto sugiere que este miR puede ser responsable de las diferencias que
hemos mostrado debidas al envejecimiento. Sin embargo el tratamiento con miR-143/145, tanto  in
vitro como in vivo, no es efectivo para impedir la proliferación de células musculares lisas en nuestro
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modelo.  Esto  podría  explicarse  señalando  que  la  proliferación  y  la  diferenciación  son,  a  menudo,
consideradas mutuamente excluyentes. Sin embargo ambas pueden ocurrir de forma independiente uno
del otro y están reguladas por mecanismos diferentes265.
El  miR-221/222  fue  el  segundo  grupo  de  miR que  se  describió  que  está  implicado  en  la
regulación del fenotipo de células musculares lisas, ya que se describió que se incrementa en la respuesta
proliferativa  al  PDGF152,267.  Se  sabe,  también  que  el  incremento  de  miR-221/222  promueve  la
proliferación de células musculares lisas y lleva a cabo su efecto inhibiendo proteínas clave en el control
del  ciclo  celular152,267 como  son  p27KIP1 y  p57KIP2.  Estos  resultados  de  otros  grupos  también  se
encuentran de acuerdo con los nuestros, ya que los ratones SAMP8 tienen una mayor cantidad de miR-
221/222 en la pared vascular que los ratones SAMR1, sugiriendo que este miR puede ser el responsable
de  las  diferencias  de  proliferación  debidas  al  envejecimiento.  No  obstante,  la  inhibición  de  miR-
221/222, tanto in vitro como in vivo, no es efectivo para impedir la proliferación de células musculares
lisas en nuestro modelo. Este resultado contrasta con los encontrados en la bibliografía, pues se ha
demostrado  que  la  inhibición  de  miR-221/222  en  arterias  que  han  sufrido  una  lesión  inhibe  la
proliferación de células musculares lisas, así como la formación de la capa neoíntima152,263.
En nuestro modelo de lesión de femoral encontramos que la vía AKT/mTOR se encuentra
exacerbada en SAMP8, causando una mayor hipertrofia en respuesta a la lesión y lo corroboramos in
vitro con células musculares lisas. Recientemente se ha demostrado que esta vía es modulada por el
miR-21 en la formación de la capa neoíntima en respuesta a una lesión vascular. En dicho estudio, la
regulación negativa de miR-21 disminuyó la formación de la capa neoíntima en carótida de ratas tras la
lesión  y  se  sugirió  que PTEN es  la  diana  molecular  de  miR-21.  Por  ello,  miR-21  modula  a  AKT
alterando la proliferación y la apoptosis en células musculares lisas263.  También se ha demostrado el
efecto de miR-21 en humanos, pues regula la fosforilación de AKT en células humanas184 y tiene un
efecto  negativo  en  las  células  endoteliales  y  en  su  capacidad  de  limitar  el  crecimiento  de  la  capa
media185,268. Además, se ha descrito que en células musculares lisas de origen humano, una disminución
de  miR-21  inhibe  la  proliferación  y  la  migración189,190 y  que  en  lesiones  vasculares  el  miR-21  se
encuentra  sobre-expresado  y  promueve  el  crecimiento  de  células  musculares  lisas192.  En  esta  tesis
también demostramos que miR-21 modula la vía AKT/mTOR, siendo responsable de que los ratones
SAMP8  muestren  una  mayor  hipertrofia  de  la  pared  vascular  tras  la  lesión  y  de  que  las  células
musculares lisas de SAMP8 sean más proliferativas. Otro estudio reciente también demuestra que el
miR-21  promueve  la  hiperplasia  en  respuesta  a  una  lesión  vascular  y  además  propone  que  el
envejecimiento exacerba el papel del miR-21 en este proceso, respaldando nuestros resultados269.
-98-
DISCUSIÓN
En esta tesis también ampliamos nuestros conocimientos sobre los mecanismos de regulación
de la disfunción vascular durante el envejecimiento, incluyendo estudios sobre cómo el sexo influye en
el proceso. Para estos estudios se utilizó el modelo de envejecimiento cronológico en la cepa CD1,
utilizando ratones que no tenían relación de consanguinidad.  La razón para el  uso de este modelo
experimental de envejecimiento vascular cronológico es por su gran variabilidad fenotípica que puede
aleatorizar cualquier influencia genética que si se da en ratones con relación de consanguinidad 270. Esto
nos permite por un lado establecer los cambios moleculares observados en los ratones SAM que se
asocian con la senescencia cronológica natural, y por otro lado dar un enfoque más translacional, ya que
representamos mejor la senescencia natural de la población humana, que es altamente heterogénea. Para
estos, se realizó un estudio a lo largo del tiempo en los ratones CD1 (a los 3, 7 y 12 meses de edad) con
la  finalidad  de  determinar  la  edad  en  que  se  empezarían  a  observar  los  cambios  en  la  función  y
morfología vascular dados por la senescencia. 
Las diferencias asociadas al sexo se pueden ver en prácticamente todos los factores de riesgo de
enfermedad cardiovascular271, pero principalmente en el rango de edades que hemos considerado en
esta tesis, esto es desde jóvenes hasta mediana edad (previamente a los cambios hormonales que se dan
durante la senescencia reproductiva). A pesar de la evidente estadística sobre el riesgo cardiovascular
entre hombres y mujeres, se conoce poco acerca del papel del sexo sobre los factores de regulación del
envejecimiento vascular. Los resultados de este estudio demuestran que machos y hembras envejecen de
forma diferente a nivel vascular y proporciona claras evidencias acerca del momento y cómo surgen
estas  diferencias.  Aunque  existe  una  vasta  bibliografía  acerca  del  envejecimiento  vascular,
históricamente se ha tenido poco en cuenta el sexo como factor independiente en el envejecimiento
vascular, y no ha sido hasta hace pocos años que se ha empezado a estudiar 10. Además, cuando se ha
empezado a estudiar este factor se ha puesto énfasis en el papel de las hormonas y se han llevado a
cabo estudios a edades muy avanzadas, cuando los cambios y daños inducidos por la senescencia ya se
han iniciado y han progresado de forma subclínica hasta llevar a cambio daños irreparables. Por ello a
día de hoy hay realmente pocos estudios que aborden este complejo problema de la forma en que se ha
llevado a cabo en la presente tesis.
En nuestro modelo experimental, en que utilizamos ratones CD1, hemos hallado diferencias
asociadas al sexo de forma significativa en el inicio de la disfunción vascular. Aunque los estudios se
realizaron a tres edades diferentes, el momento de aparición de las diferencias funcionales asociadas al
sexo y con el envejecimiento fue de 12 meses de edad. Por lo tanto, los resultados presentados en esta
tesis  para  los  estudios  funcionales  muestran  únicamente  los  grupos  de  3  y  12  meses.  Nuestros
resultados también aportan información importante acerca del rol del Sistema Renina Angiotensina
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(SRA) en cuanto a las diferencias asociadas al sexo durante el envejecimiento vascular. Se encontró que
los machos manifiestan una disfunción vascular (que se caracteriza por una mayor contracción a la
AngII y disminución de la relajación dependiente del endotelio para la ACh) de forma más temprana y
más  acentuada  que  las  hembras.  En los  machos,  el  envejecimiento  vascular  ocurre  de  forma más
prematura  que en las  hembras, ya  que muestran  un desequilibrio  en  la  producción de factores  de
relajación (disminución del NO) y de contracción (aumento de las prostaglandinas vasoconstrictoras y
O2-) derivados del endotelio, que contribuyen a la disfunción vascular. En las hembras de la misma
edad, sin embargo, la función vascular se conserva por el mantenimiento de la expresión de eNOS y
por  el  aumento  de  la  liberación  de  PGI2,  a  pesar  de  que  ambos  sexos  muestran  cambios  en  la
regulación de las respuestas a la AngII y el  aumento asociado en la actividad COX. A pesar de la
cantidad de evidencias que muestran que tanto el sexo como el envejecimiento ejercen un rol central en
el SRA y en la regulación de las COX, no nos consta evidencia de que haya un estudio que demuestre la
relación entre ambas rutas metabólicas en el contexto del envejecimiento vascular y las diferencias que
hay entre ambos sexos. Esta tesis supone el primer estudio en que se establece una relación entre las
vías  metabólicas  de  la  SRA  y  de  las  COX en  el  control  de  la  disfunción  vascular  a  causa  del
envejecimiento y dependiendo del sexo.
En  este  modelo  experimental  hemos  observado  diferencias  asociadas  al  sexo  de  forma
significativa en la función vascular durante el envejecimiento. Sin embargo, a la edad de 12 meses, en la
que hemos hallado las diferencias a nivel funcional,  el envejecimiento no ha causado cambios en la
presión sanguínea  en ningún caso. Esto puede sugerir  que los  cambios  descritos  en la  reactividad
vascular  de  la  aorta  preceden  los  cambios  de  incremento  de  la  presión  arterial  asociados  al
envejecimiento.  Estos  resultados  coinciden  con  estudios  previos  realizados  en  modelo  de
envejecimiento  prematuro  en  que  la  disfunción  arterial,  concretamente  en  la  aorta,  precede  a  los
cambios en la presión arterial10. 
Estudios previos han demostrado que la AngII es un regulador fundamental de la senescencia
celular, con lo cual se ha propuesto la vía del SRA como elemento central tanto en el inicio como en la
progresión  del  envejecimiento  vascular8,166.  La  activación  de  esta  vía  metabólica  ha  sido  muy bien
descrita  en ratones  como un importante  regulador  del  remodelado vascular  con el  envejecimiento,
mediante mecanismos que implican estrés oxidativo e inflamación49. Por otro lado, el papel de la AngII
en la reactividad vascular durante el envejecimiento no ha sido tan bien estudiada y se han descrito
resultados  que entran en conflicto  directo entre  sí,  siendo que se  ha  descrito que la  capacidad de
contracción  vascular  incrementa,  decrece  o  permanece igual  en  respuesta  a  la  AngII272-275.  El  sexo
también es un factor importante en la regulación que ejerce el SRA sobre la función vascular276 y existen
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evidencias de que la vasculatura de los machos es más sensible que la de las hembras a la influencia de
la AngII, tanto en el remodelado como en la contracción277,278.
En el presente estudio hemos observado en segmentos de aorta con el endotelio intacto un
aumento a la respuesta de contracción vascular a la AngII, y que este incremento puede ir asociado a
una disfunción vascular durante el envejecimiento. Los resultados sobre la contracción a la AngII que se
observaron en ratones envejecidos  concuerda con estudios previos274,275.  Sin embargo, existen otros
estudios que muestran una marcada disminución de la contracción de AngII durante el envejecimiento.
Las discordancias que se encuentran en la literatura se pueden deber a los distintos lechos vasculares y a
posibles diferencias en las edades estudiadas. A parte de ello, existe una gran dificultad técnica para
evaluar la respuesta inducidas por la AngII en miografía debido a la influencia de la taquifilaxia, y por lo
tanto diferentes condiciones experimentales podrían afectar la extensión de las respuestas a la AngII 279.
Un estudio reciente muestra que, en condiciones experimentales similares, existe un cambio substancial
en la  respuesta  taquifilactica  en las  contracciones  inducidas  por  AngII275 por  el  envejecimiento. La
vasoconstricción inducida por la primera administración de AngII se incrementa sustancialmente en
arterias de ratas jóvenes hasta media edad, y luego disminuye cuando las ratas son seniles. No obstante,
la  segunda  administración  de  AngII  provocó  una  reducción  de  las  contracciones,  que  fueron  aún
mayores en ratas de media edad, pero la taquifilaxia disminuyo a medida que las ratas envejecían. Por lo
tanto, solo se ha llevado a cabo una medición de la contracción en respuesta a AngII en cada segmento
aórtico para evitar los problemas metodológicos mencionados. 
La  AngII  actúa  a  través  de  los  receptores  AT1R y  AT2R,  pero  la  mayoría  de  los  efectos
perjudiciales observados se deben al receptor AT1R, mientras que el receptor AT2R compensa los
efectos perjudiciales del anterior280.  En este estudio, el incremento de la contracción en respuesta a
AngII en los machos se da de forma paralela a una disminución de la expresión del AT2R, lo que
sugiere que, con el envejecimiento en machos, se va perdiendo la capacidad de compensación de los
efectos negativos causados por el receptor AT1R, lo que empeoraría los efectos que causa la AngII281. 
 Por otro lado, la disfunción endotelial como estado fisiopatológico es multifactorial y compleja,
pero se sabe que puede sufrir influencia del envejecimiento y del sexo224,282,283. Además, el SRA es un
importante  regulador de la función endotelial  y puede contribuir  como un desencadenante y en la
progresión de la disfunción endotelial282. Diversos estudios muestran que un incremento crónico de los
niveles de AngII contribuyen a la disfunción endotelial en diversos lechos vasculares158. Asimismo, se ha
descrito que inhibidores del SRA son capaces de mejorar la disfunción endotelial284. En este estudio se
observó que el aumento de respuesta a la AngII en los machos se asocia con una disminución de la
relajación dependiente del endotelio. Por esa razón, se evaluaron los efectos de la inhibición crónica de
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las acciones de la AngII, mediante el tratamiento con Losartan (un antagonista selectivo competitivo de
AT1R) sobre la disfunción endotelial en ratones envejecidos. Encontramos que el Losartan supone un
tratamiento efectivo para mejorar la vasodilatación dependiente del endotelio en machos envejecidos,
estableciendo, por tanto, una relación entre el incremento de la actividad de AngII a través del AT1R
con la disfunción endotelial en este grupo. Esta relación muestra diferencias dependiendo del sexo,
pues las hembras de la misma edad muestran una menor respuesta a AngII y no evidencian disfunción
endotelial. Sin embargo, a los 12 meses no se puede asegurar que más adelante las hembras vayan o no
desarrollar un incremento en la contracción en respuesta a AngII acompañado de disfunción endotelial,
tal como se aprecia en machos de la misma edad. En este caso podría tratarse de una diferencia en
función del sexo en el momento de la aparición de las características asociadas al envejecimiento. En
cualquier caso, nuestros datos nos permiten sugerir que el SRA no contribuye de la misma forma a la
disfunción endotelial en ambos sexos.
Con esos hallazgos, nuestro siguiente paso fue averiguar por medio de qué vías de señalización
el envejecimiento está ejerciendo sus efectos en las respuestas a la AngII y la ACh. Como primera
aproximación se  eliminó  la  influencia  del  NO en las  respuestas  a  la  AngII  y  la  ACh mediante  la
inhibición de la NOS con L-NAME. El tratamiento con L-NAME abolió completamente la relajación
inducida por ACh, proporcionando evidencia de que el NO es el principal factor que contribuye para la
relajación dependiente del endotelio en las aortas de todos los grupos. Por otro lado, la inhibición de la
NOS conduce a un mayor incremento en la contracción inducida por la AngII en las arterias de los
ratones jóvenes y las hembras envejecidas (~ 4 veces en el área bajo la curva)  que en los machos
envejecidos (~ 2 veces). En paralelo, se observó una marcada disminución de la expresión eNOS en las
aortas de machos de 12 meses. Estos datos establecen claramente una diferencia asociada al sexo y a la
senescencia en la contribución del NO a la reactividad vascular. Existen diversos estudios que describen
la reducción de la producción del NO durante el envejecimiento282,285-287. Igualmente, el sexo desempeña
un papel clave en la regulación de la eNOS y, por tanto, de la producción de NO218,228. Estas diferencias
se han establecido un factor clave que contribuye a las diferencias sexuales en la función vascular. Pese a
estas evidencias, poco se conoce acerca de la interacción entre ambos factores (envejecimiento y sexo)
en la regulación del NO. 
Además del  sistema del NO, la función vascular  también está controlada por los productos
derivados  de  la  COX.  Se  ha  descrito  que  el  equilibrio  entre  la  liberación  de  prostaglandinas
vasoconstrictoras  y  vasodilatadoras  en  la  vasculatura  influye  en  la  respuesta  a  los  agonistas  en
condiciones fisiológicas y modulan la disfunción vascular en condiciones fisiopatológicas, incluyendo el
envejecimiento152-154,226-228. Los resultados muestran que la inhibición de las COX por la Indometacina
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supone un tratamiento efectivo para restaurar la capacidad de vasodilatación en machos envejecidos, y
no tiene efecto en las hembras o en individuos jóvenes de cualquier sexo. Esto sugiere que la disfunción
endotelial observada en los machos envejecidos es, en parte, mediada por cambios en actividad de las
COX y aumento en la producción de prostaglandinas vasoconstrictoras. 
Esta tesis supone el primer estudio en que se establece una relación entre las vías metabólicas
del SRA y de las COX en el control de la disfunción vascular a causa del envejecimiento y dependiendo
del sexo. Estudios bioquímicos y de biología molecular en homogenados de arteria aorta revelan un
incremento  de la  actividad  y  expresión de las  COX-1 y  COX-2 con el  envejecimiento,  aunque en
machos este aumento es de 2 veces mayor que el observado en las hembras. Este hecho podría explicar,
en parte, porque encontramos disfunción endotelial solamente en machos de esta edad. A parte de esto,
es interesante mencionar que las arterias de las hembras son capaces de mantener la función endotelial
a pesar del incremento de la actividad de la AngII y las COX durante el envejecimiento, sugiriendo
algún mecanismo de  compensación.  Una  explicación  posible  es  que  la  eNOS (que  no  ha  sufrido
cambios con el envejecimiento en hembras), es capaz de compensar los efectos negativos causados por
el  incremento de vasoconstrictores  producidos por las  COX. Además de esto, el  incremento de la
actividad de las COX en machos de 12 meses fue acompañado por un aumento de la liberación de
prostaglandinas vasoconstrictoras, mientras que el incremento de la actividad de las COX en hembras
de 12 meses iba acompañado por un aumento en la  liberación de la prostaglandina  vasodilatadora
PGI2. 
La síntesis de prostaglandinas es compleja y se encuentra regulada por miembros de la súper-
familia del citocromo P450. El proceso implica la conversión de PGH2, producido por las COX, en la
prostaglandina vasodilatadora PGI2 o en las prostaglandinas vasoconstrictoras TXA2 y PGF2α288. El
hecho  de  que  la  síntesis  de  prostaglandinas  vaya  en  un  sentido  u  otro  depende  de  expresión  y
localización de las enzimas que se encuentran más adelante de las COX en la vía de síntesis de las
prostaglandinas. Por ejemplo, la sintasa de PGI2 (PGI2S) se encuentra de forma predominante en el
endotelio, mientras que la sintasa de TXA2 (TXA2S) se encuentra de forma predominante en las células
musculares lisas de la pared arterial. Una diferencia en la proporción de estas enzimas o en su actividad
puede  modificar  la  liberación  de  unas  prostaglandinas  u  otras287,289-292.  Por  ello  determinamos  la
expresión de dos de las enzimas más importantes en este aspecto, PGI2S y TXA2S en la aorta torácica.
Sorprendentemente no encontramos variaciones en la expresión de estas enzimas que podrían justificar
los resultados previamente hallados. Sin embargo, las limitaciones técnicas pueden haber supuesto un
enmascaramiento de estos resultados, pues se llevaron a cabo en homogenado de aorta, que incluye
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tanto células endoteliales como musculares lisas. Cabría la posibilidad de encontrar diferencias si se
llevase a cabo el mismo experimento en cultivos, separando los tipos celulares. 
Otra explicación para este resultado es que las diferencias en la producción de prostaglandinas
se deben a una regulación diferente de las COX. La COX-1 favorece la producción de TXA2, mientras
que la COX-2 favorece la producción de PGI2293,294. Por tanto, se realizó un análisis de la proporción
entre la actividad y expresión de ambas formas de COX en cada animal y no se encontraron diferencias
entre ninguno de los grupos. En este sentido, es posible que la actividad de las prostaglandinas se regule
por estímulos endógenos como estrés oxidativo, presencia de substratos lipídicos, hormonas, hipoxia y
citoquinas  proinflamatorias294,  justificando  los  resultados  obtenidos.  Más  aún,  la  producción  de
prostaglandinas  puede  ser  modulada  mediante  la  separación  física  de  las  enzimas,  esto  es,  que  se
encuentre  en  diferentes  compartimentos  de  forma  que  se  favorezca  la  producción  de  una  u  otra
prostaglandina. Aunque hay evidencias de este hecho, no se sabe como esto puede ser regulado por
condiciones fisiopatológicas 294.
En este punto de nuestra investigación se ha demostrado que el envejecimiento va acompañado
de  un  incremento  de  las  contracciones  en  respuesta  a  AngII  en  ambos  sexos.  También  se  ha
demostrado que una mayor respuesta en machos envejecidos que en hembras de su misma edad iba
acompañada,  a  su vez,  de una disfunción endotelial  solamente encontrada en los machos. En este
sentido, hemos planteado la hipótesis de que esta disfunción involucra la activación de las COX a través
de la vía de la AngII, llevando a la producción de vasoconstrictores. La relación entre el SRA y las COX
se ha descrito ampliamente en la vasculatura renal y en otros lechos vasculares295-297. Igualmente, se ha
descrito que la inhibición del receptor de AT1R mejora la función vascular disminuyendo la liberación
de los vasoconstrictores derivados de la COX227. Estudios previos293,294 han mostrado que existe una
contribución esencial  de las prostaglandinas vasoconstrictoras en la disfunción endotelial  durante el
envejecimiento  y  por  ello  formulamos  la  hipótesis  que  la  AngII  puede  contribuir  a  la  disfunción
vascular asociada al envejecimiento en machos a través de mecanismos que implican la activación de las
COX. El presente estudio presenta la primera correlación entre las vías de la AngII y la COX en el
control de la disfunción vascular por el envejecimiento y el sexo. Se encontró que el bloqueo crónico
del AT1R disminuyó significativamente la actividad y expresión de la COX2 en los machos de 12 meses.
El grado de disminución en la actividad de la COX2 en machos viejos se asoció con un aumento de la
producción de PGI2 y disminución de PGF-2a, similar al que se ha observado en las hembras viejas.
Además  de  los  cambios  en  el  tono  vascular,  el  envejecimiento  también  está  asociado  con
alteraciones  bioquímicas  que  están  implicadas  en  el  desarrollo  y  la  progresión  de la  remodelación
vascular. Estudios en ratas  seniles  indican  que hay diferencias  sexuales  en el  grado de remodelado
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vascular  asociado  al  envejecimiento,  y  que  la  rigidez  aumenta  más  en  machos  que  en  hembras
seniles298,299. En primates no humanos, se ha demostrado un aumento en la rigidez aórtica mayor en los
machos seniles que en las hembras300. En humanos, aunque se hayan realizados muchos estudios sobre
la  correlación  del  envejecimiento  con  el  remodelado  arterial,  los  análisis  de  estos  estudios  han
considerado los resultados en los hombres y las mujeres por separado9,301-303.  El campo todavía carece
de  un  gran  estudio  poblacional  y  estudios  de  investigación  básica  para  identificar  si  los  efectos
relacionados con el envejecimiento siguen la misma progresión y afectan a hombre y mujeres de la
misma forma. 
Para abordar este tema, se determinaron cambios en el grosor de la pared de la aorta torácica a
diferentes edades tanto en machos como en hembras. Ambos sexos parten de un grosor de la pared
alrededor de los 50μm a los 3 meses de edad, pero los machos incrementan rápidamente el grosor de la
aorta torácica a los 7 meses de edad hasta niveles que ya se mantienen hasta la última medición a los 12
meses de edad. Las hembras, por otro lado, sufren este proceso de forma más gradual y atenuada,
siendo que a los 7 meses de edad el grosor de la aorta torácica en hembras es menor que el de machos,
e intermedio entre el grosor que presentan a los 3 meses y los 12 meses de edad. Con estos resultados
nos encontramos frente a una diferente progresión de la hipertrofia aórtica en función del sexo. Este
resultado  puede  arrojar  luz  sobre  los  resultados  anteriores  ya  que  sugiriere  que  las  hembras  se
encuentran, de algún modo, protegidas frente a estos cambios asociados al envejecimiento y que la
progresión hacia  características  propias  de  la  vejez  es  más lenta  en hembras. Por  otro lado, se ha
determinado también el diámetro del lumen del vaso para averiguar el tipo remodelado que ocurre en
función del envejecimiento. Al no cambiar la luz del vaso en ninguno de los casos, se puede sugerir que
se trata de un remodelado hipertrófico externo. Estos resultados coinciden con otros estudios que
describen  la  presencia  de  remodelado  hipertrófico  externo  sobre  las  arterias  con  el
envejecimiento8,304,305. 
El remodelado vascular es producido por el SRA al activar quinasas proproliferativas en células
musculares lisas de la pared vascular, como cSrc, JAK y PI3K162,163.  Estas quinasas además también
promueven la migración de las células musculares lisas y activa a su vez otras quinasas de la vía de las
MAP  quinasas  así  como  la  NAD(P)Hox,  que  también  contribuyen  al  remodelado  vascular  que
observamos  en  la  hipertrofia  externa  promoviendo  la  proliferación  y  migración  de  las  células
musculares  lisas164,165.  Estudios  han demostrado que AT1R es el  receptor  a  través  del  cual  el  SRA
produce el remodelado vascular y el estrés oxidativo167 y también se ha demostrado que la inhibición del
SRA es capaz de prevenir el remodelado vascular169. Por esto también quisimos comprobar la influencia
del  SRA en el  proceso  de  remodelado  vascular  en  el  envejecimiento  mediante  el  tratamiento  con
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Losartan, un inhibidor del SRA, concretamente del receptor AT1R.  El tratamiento con Losartan desde
los 3 meses de edad hasta los 12 meses de edad fue capaz de prevenir la hipertrofia que se observa
durante el envejecimiento, permaneciendo las aortas de los animales tratados con el mismo grosor y
lumen que se encontró a los 3 meses de edad. Este resultado demuestra que la actuación de la AngII, a
través del receptor AT1, es un factor contribuyente importante para la hipertrofia en la aorta que se
observa de forma natural con el envejecimiento.
El análisis histológico de las aortas no muestra, en ningún caso, una alteración en el aspecto de
las capas de la aorta, de manera que se mantiene la integridad de las capas íntima, media y adventicia.
En este sentido, podemos descartar entidades claramente patológicas como una proliferación anómala
de  la  íntima,  y  nos  encontramos  ante  el  progreso  de  características  preclínicas  asociadas  al
envejecimiento. La hipertrofia  observada se da en la capa media, y por tanto puede ser debida a la
proliferación de las células musculares lisas que conforman gran parte de esta capa, o a la deposición de
matriz  extracelular,  también  muy  importante  en  esta  capa.  Para  dilucidar  si  el  sexo  afecta  a  la
acumulación de matriz extracelular en la pared arterial, se llevó a cabo una tinción de colágeno con rojo
de sirio, pues es el componente principal de la matriz extracelular de la pared de la aorta. En un estudio
detallado utilizando microscopia de fluorescencia con luz polarizada, se puede determinar por separado
la  cantidad  de  fibras  de  colágeno  de  nueva  formación  y  de  fibras  de  colágeno  ya  consolidadas
(maduras).  Gracias  a  que  estas  fibras  muestran  birrefringencia,  se  pueden  diferenciar  bajo  la
polarización  de  la  emisión  dos  tipos  de  colágenos  distintos:  en  verde  las  fibras  jóvenes  y  en
rojo/naranja las fibras maduras. Los resultados en la medición de la cantidad de ambos tipos de fibra de
colágeno arrojaron los mismos resultados, sugiriendo que se trata de un proceso en equilibrio entre la
síntesis y degradación de colágeno de forma mantenida en el principio del proceso de envejecimiento.
Sin embargo, con en las edades estudiadas no se puede asumir que la el aumento en la formación de
nuevo colágeno no conducirá a la acumulación de colágeno maduro con el tiempo. La acumulación de
colágeno en la pared de la aorta progresa de forma coherente con la hipertrofia. Partiendo ambos sexos
de cantidades equivalentes de colágeno en la pared vascular a los 3 meses de edad, y que se incrementa
de forma brusca en machos ya a los 7 meses de edad y permanece así ya hasta el final del experimento a
los 12 meses de edad. Por otro lado, la acumulación de colágeno en las arterias de las hembras es
mucho más gradual y menos intensa. También quisimos averiguar si la vía del SRA era importante en
este proceso, y realizamos la misma medición en animales tratados con Losartan desde los 3 meses de
edad hasta la finalización del experimento a los 12 meses. Los resultados muestran que la inhibición de
la actividad de la AngII a través de su receptor AT1R es eficaz para evitar la acumulación de colágeno
en la pared vascular, en concordancia a los resultados vistos en la medición de la hipertrofia.  Estos
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resultados  concuerdan  con  estudios  realizados  en  pacientes  en  que  el  Losartan  tiene  efectos
beneficiosos en el remodelado vascular156.
A continuación, quisimos valorar cómo evoluciona el estrés oxidativo durante el envejecimiento
en machos y hembras. Además de un importante regulador de remodelado vascular, el estrés oxidativo
sufre gran influencia del SRA164,165. Bajo condiciones normales, las ROS actúan como mensajeros en el
metabolismo,  ya  sean  intercelulares  o  intracelulares.  Como  mensajeros,  las  ROS  tienen  un  papel
fisiológico  en  el  tono vascular  y  la  proliferación  de  las  células  de  la  pared  vascular,  pero  cuando
aparecen condiciones  fisiopatológicas  estas  funciones  se  ven alteradas306-311.  La  AngII  promueve la
generación de ROS a través del receptor AT1R en células musculares lisas y en células endoteliales de la
pared vascular162,312-315. Estudios han demostrado que las ROS estimulan la proliferación de las células
musculares  lisas  de la  pared vascular,  ya  que los  antioxidantes  inhiben este proceso, promueven la
apoptosis y atenúan el efecto de factores de crecimiento al disminuir las ROS316-319. Otros estudios han
propuesto que la MAP quinasa p38315, una enzima que reacciona al estrés oxidativo promoviendo la
proliferación de las células musculares lisas, así como la vía AKT/mTOR315 como responsables de la
proliferación en respuesta al ambiente oxidativo.
Por tanto, cabría esperar que los resultados previos en la función y remodelado vascular se
reprodujeran en este caso también, mostrando la importancia del estrés oxidativo en las diferencias
entre machos y hembras durante el envejecimiento. No obstante, los resultados que arrojó la medición
del estrés oxidativo fueron sorprendentes. La evolución de este parámetro sigue la misma evolución
dependiente del sexo vista en la hipertrofia y la fibrosis, es decir, más temprana y más severa los machos
que las hembras. Este resultado sugiere que el estrés oxidativo va asociado al remodelado, pues ambos
siguen el mismo progreso durante el envejecimiento. Sorprendentemente, al medir los niveles de estrés
oxidativo en aortas de animales que recibieron tratamiento profiláctico de Losartan desde los 3 meses
de edad hasta los 12 meses de edad, se vio que la inhibición de la actividad de la AngII a través de su
receptor  AT1R no tiene ningún efecto en los niveles  de ROS en hembras, mientras en machos el
Losartan ejerce un efecto pequeño, aunque significativo, en la producion de ROS.   Estos resultados
entran en conflicto con la bibliografía, pues existen múltiples estudios que muestran que el Losartan y
sus metabolitos  inhiben la  producción de estrés  oxidativo en diversos casos. Se  ha descrito que el
Losartan  inhibe  el  estrés  oxidativo  medido  en  células  mononucleadas  de  sangre  periférica  de
pacientes320, en plasma de pacientes que reciben hemodiálisis321 y en plasma de voluntarios en que se
induce hipoxia intermitente322. No obstante, también se han descrito casos en que el Losartan tiene
efectos ambiguos, pues existen estudios que describen que mejora los niveles de antioxidantes en suero
de pacientes hipertensos  sin disminuir  los niveles  de estrés  oxidativo323.  Por  otro lado, en modelos
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animales también se ha descrito que el Losartan es capaz de disminuir el estrés oxidativo en cerebro de
ratas hipertensivas324 y en arteria mesentérica de ratas que han sufrido una nefrectomía325.  En aorta
también se ha descrito que el Losartan es capaz de disminuir el estrés oxidativo en el caso de ratas
hipertensivas326-328.  La razón para esta  disparidad puede deberse a  diferentes métodos de medición,
también a que muchos de estos estudios han tenido en cuenta las enzimas antioxidantes a la hora de
establecer el perfil de estrés oxidativo mientras que en nuestro caso solamente hemos considerado los
niveles de ROS. En nuestro modelo experimental, los resultados encontrados desvinculan, en parte, el
SRA del  aumento  de  estrés  oxidativo  durante  el  envejecimiento.  Por  último,  otra  explicación  más
plausible, es que estos estudios han utilizado dosis de Losartan mucho mayores a las que nosotros
hemos utilizado dado que nuestra pretensión era llevar a cabo un tratamiento crónico profiláctico de
baja concentración, mientras que estos estudios tratan pacientes o animales que padecen alguna ECV y
pretenden  llevar  a  cabo un tratamiento  para  corregir  el  incremento  del  estrés  oxidativo  utilizando
mayores concentraciones de Losartan. Sea como fuere, no hemos hallado evidencias de que existan
otros estudios que hayan contemplado el efecto del tratamiento de Losartan, crónico, profiláctico y de
baja concentración, en la producción de ROS en individuos sanos antes del presente estudio.
La enzima NAD(P)H oxidasa es la principal fuente de O2- en la pared vascular. La activación de
la NAD(P)H-oxidasa requiere la asociación de sus subunidades citosólicas (p47phox, p67phox y Rac)
con  el  flavocitocromo  ligado  a  la  membrana  (NOX /  p22phox)329,330,  que  cataliza  la  reacción  de
oxidación del NADH o NADPH utilizando oxígeno molecular al que transfiere electrones, generando
especies reactivas de oxígeno. Cambios en la expresión de las NOXs y aumento en la actividad de la
subunidad p47phox suponen responsables de la activación anómala de esta enzima. Estudios previos de
nuestro grupo han descrito cambios en la actividad y expresión de las subunidades de la NAD(P)Hox
en asociación con el aumento de la producción de O2- en la pared de aortas de ratones senescentes
SAM220.  Por otro lado, se han descrito diferencia  asociadas al  sexo en la  producción de O 2- por la
NADPH-oxidase331, aunque no se ha descrito la interacción entre el sexo y el envejecimiento en esta
vía. Mediante la inhibición aguda de esta enzima con Apocinina en secciones de aorta previamente a la
medición de la oxidación del DHE, se valoró su contribución al aumento de estrés oxidativo por el
envejecimiento y el sexo. Los resultados fueron de gran interés, pues mostraron que la NAD(P)Hox se
trata de la fuente más importante del O2- en nuestro modelo ya que su inhibición reduce los niveles de
estrés oxidativo en los ratones viejos hasta los mismos niveles que encontramos a los 3 meses de edad,
tanto en machos como en hembras. Este resultado demuestra que, en último término, la producción de
estrés oxidativo en el envejecimiento se debe a la NAD(P)Hox tanto en machos como en hembras. 
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Diversos estudios han mostrado evidencias de que la NAD(P)Hox y el TNFα se encuentran
relacionados. En células endoteliales, neutrófilos y fibroblastos se ha descrito que el TNFα inicia una
cascada de señalización que lleva a la activación de la NAD(P)Hox y a la producción de ROS 332-336 y se
ha demostrado esta relación entre  TNFα y NAD(P)Hox en células endoteliales de origen humano 337.
Para averiguar el papel del TNFα en el envejecimiento vascular, se ha determinado la expresión de
ARNm de TNFα en aorta y la cantidad de proteína de TNFα en suero . Los resultados muestran un
incremento no significativo de la transcripción de TNFα en la pared vascular, pero los niveles séricos de
proteína  incrementan  de  una  forma  significativa  con  el  envejecimiento  en  ambos  sexos.  Estos
resultados corroboran con estudios en humanos que asocian el envejecimiento con el aumento de los
niveles de TNFα338,339. Al no encontrar diferencias en la producción de O2- en presencia de Losartan,
repetimos los experimentos de oxidación del DHE, pero inhibiendo la acción del TNFα bloqueando de
su receptor con el antagonista R-7050. Los resultados muestran que la producción de O 2- vía TNFα
disminuye solo en machos a los 7 meses de edad hasta los niveles encontrados a los 3 meses de edad,
pero  no  se  modifica  en  ningún  otro  grupo.  Estos  resultados  parecen  contradictorios  con  los
previamente  hallados  en  la  expresión  de  TNFα  y  requieren  más  investigación  para  dilucidar  su
significado, pero pueden sugerir que el TNFα, tiene un efecto puntual en el tiempo en la producción de
estrés oxidativo, y que este efecto es dependiente del sexo. Por otro lado, no se puede excluir el hecho
que no se ha encontrado cambio en el estrés oxidativo tras la inhibición del TNFα en ningún otro
grupo sea debido a las limitaciones del experimento y el tratamiento agudo, ya que no se ha podido
tratar los animales con este antagonista debido a su toxicidad in vivo. 
Un análisis histológico de las aortas en el inicio del envejecimiento (12 meses) no muestra, en
ningún caso, una alteración en el aspecto de las capas de la aorta o en la estructura de la lámina elástica,
de manera que se mantiene la integridad de las capas íntima, media y adventicia. Así, se puede descartar
entidades  claramente  patológicas,  como  la  ruptura  de  la  elastina,  que  facilitarían  la  proliferación
anómala de células musculares de la capa íntima. La hipertrofia observada puede ser resultado de un
cambio en el  fenotipo de las células musculares lisas, facilitado su proliferación,  y  sería  interesante
medir cuantas de ellas se encuentran en fenotipo proliferativo o sintetizador de material de la matriz
extracelular. En este sentido, no tenemos una clara evidencia de que se trata de una hipertrofia debida al
incremento  de  un  solo  componente  de  la  pared  vascular  (por  ejemplo  el  colágeno  o  las  células
musculares lisas) sino a un incremento del grosor de la capa media en su totalidad. Esto está reforzado
por el hecho de que no se han observado anomalías en las características histológicas de la pared de la
aorta, por tanto no hay rotura de fibras elásticas, desorden, ni un cambio aparente en las proporciones
de aquellos elementos que conforman cada una de las capas.
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Como se ha mencionado anteriormente, el cambio en las células musculares lisas de un fenotipo
contráctil  a un fenotipo proliferativo es un desencadenante importante  del  proceso de remodelado
vascular. Con el fin de establecer las posibles vías moleculares implicadas en la remodelación vascular y
el cambio de fenotipo de las células musculares lisas, se llevó a cabo un estudio exhaustivo de diversas
vías  de señalización que se ha descrito estar  relacionadas con 1)  la  senescencia,  2)  la  proliferación
celular, 3) la apoptosis, 4) la inflamación y la producción de estrés oxidativo.
De todos los genes estudiados, el gen del Hras, un factor muy importante en la proliferación
celular,  se  encuentra  incrementado  con  el  envejecimiento  y  sigue  el  mismo  patrón  de  cambio
dependiente del sexo encontrado en la hipertrofia de la aorta durante el envejecimiento. Los miembros
de la familia del gen RAS (entre ellos Hras) fueron los primeros oncogenes identificados como tal 340 y
es  ampliamente  conocido  que la  vía  de  la  familia  RAS tiene  un rol  central  en la  regulación de la
proliferación y la apoptosis341-343.  La activación de Hras promueve la proliferación y la supervivencia
celulares  activando  diversas  rutas  metabólicas,  entre  ellas  la  vía  de  las  MAP  quinasas  y  la  vía
AKT/mTOR344,345. Recientemente se ha propuesto una relación entre Hras y AngII por la cual la AngII
puede activar a Hras en compartimentos intracelulares (aparto de Golgi y retículo endoplasmático) 342 y
se ha sugerido que la AngII estimula enzimas de la familia RAS mediante la producción del ácido 20-
hidroxieicosatetraenoico (20-HETE) por parte de la vía de las COX346.
En  nuestro  modelo  encontramos  que  la  transcripción  de  Hras  sigue  el  mismo  patrón
encontrado  en  la  hipertrofia  en  la  aorta  durante  el  envejecimiento,  es  decir,  partiendo  de  niveles
similares en ambos sexos, en machos existe un incremento de la transcripción de Hras a los 7 meses
que permanece igual hasta la finalización del experimento a los 12 meses de edad, mientras que en
hembras los niveles de transcripción de Hras permanecen similares a 3 y 7 meses de edad, no siendo
hasta los 12 meses que hay un incremento, por el cual alcanzan los niveles que vemos en machos ya a
los 7 meses de edad. El tratamiento profiláctico con Losartan desde los 3 meses hasta los 12 meses
previene este incremento en ambos sexos, de acuerdo con los resultados encontrados en la medición de
la hipertrofia de la aorta y sugiriendo algún tipo de relación.
También se han encontrado cambios en la expresión de genes de la vía AKT-mTOR, implicada
en  la  regulación  de  muchos  factores  que  pueden  contribuir  con  el  remodelado  vascular,  a  saber:
regulación del ciclo celular, regulación de la senescencia celular, regulación del metabolismo energético
de la  célula,  regulación de factores  de transcripción y  regulación de la  autofagia,  entre  otros. Para
determinar  la  contribución de esta  vía  se llevaron mediciones  de  diversas enzimas  y sustratos  que
participan en ella,  pero las diferencias más significantivas se encontraron en las isoformas de AKT
(AKT1  y  AKT2),  PTEN,  RAPTOR  y  AKT1S1.  Los  cambios  en  esta  vía  metabólica  con  el
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envejecimiento coinciden con los resultados observados con el  estudio previo en que utilizamos el
modelo de senescencia acelerada (SAM) y dan soporte al modelo de envejecimiento cronológico en
CD1 y al rol que proponemos para la vía de la AKT en el proceso de envejecimiento vascular.
La AKT es una enzima clave en el crecimiento celular, ya que promueve la actividad de mTOR,
pero  también  se  transloca  al  núcleo  celular  donde  activa  factores  de  transcripción  como  FOXO,
regulando el ciclo celular242. AKT se encuentra involucrado en la activación de NF-КB en respuesta a
TNFα257,258 e inactiva la maquinaria apoptótica de la célula, incluyendo enzimas claves en el desarrollo de
la apoptosis como BAD y CASP9347. Por otro lado, su función es compleja si tenemos en cuenta que
lleva a cabo diferentes acciones en células endoteliales y en células musculares lisas. En el endotelio
promueve la producción de NO mediante la activación eNOS, que a su vez promueve la supervivencia
de la célula endotelial  nitrosilando residuos de cisteina en caspasas348,349.  En células musculares lisas
participa en proliferación350 y en migración, incluyendo la activación de metaloproteasas para degradar
matriz extracelular y remodelado de filamentos de actina351,352. Las dos isoformas de AKT en las que
hemos hallado cambios a lo largo del envejecimiento se ven incrementadas por igual  en machos y
hembras, por tanto no consideramos que esta enzima sea la responsable de las diferencias asociadas al
sexo encontradas en ninguno de los casos reportados en esta tesis.
RAPTOR incrementa la señal ejercida por la estimulación por nutrientes. Actúa sobre el factor
de transcripción S6K1, ayuda a mantener el tamaño de la célula y la expresión de mTOR, pero por otro
lado su asociación con mTOR mantiene a esta última enzima inhibida. Las condiciones que inhiben la
vía metabólica AKT/mTOR, como la falta de nutrientes, estabilizan la unión de RATOR y mTOR,
manteniendo esta vía metabólica inhibida353.  Como en el caso de AKT, en el caso de RAPTOR las
diferencias que hemos hallado a lo largo del envejecimiento se dan por igual independientemente del
sexo, por lo que esta enzima no parece ser la responsable de los cambios asociados al sexo. 
AKT1S1 es el substrato de AKT, el cual lo fosforila354.  AKT1S1 interactúa con el complejo
creado por mTOR y RAPTOR, inhibiendo la proliferación y crecimiento celular, así como inhibiendo
la activación del factor de transcripción S6K1355. Como en el caso de RAPTOR y AKT, las diferencias
encontradas en AKT1S1 durante el envejecimiento se han dado por igual independientemente del sexo,
sugiriendo que esta enzima no se encuentra relacionada con las diferencias asociadas al sexo.
PTEN es conocido como supresor de tumores, ya que inhibe la proliferación, la migración y la
supervivencia celulares. PTEN inhibe la vía AKT/mTOR mediante su actividad de fosfatasa lipídica, ya
que desfosforila  mensajeros secundarios de la  vía  AKT. Por otro lado, PTEN es sensible  al  estrés
oxidativo, ya que se ve inhibido por la oxidación, creándose un puente disulfuro entre sus residuos de
cisteína en las posiciones 71 y 124, afectando a su área catalítica. Se trata de una inhibición reversible.
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PTEN puede verse incrementado por acción de p53, lo cual promueve la apoptosis. En el caso de
PTEN hemos hallado diferencias asociadas al sexo durante el envejecimiento. 
La transcripción de PTEN es invariable a todas las edades en machos, pero en hembras se da un
incremento significativo a los 7 meses y se mantiene a los 12 meses. A los 12 meses no se da una
diferencia  significativa en el incremento de PTEN en hembras, pero creemos que este resultado es
debido a dificultades metodológicas (principalmente la disponibilidad de suficientes animales de tan
avanzada edad como para poder llevar a cabo más repeticiones de este experimento). La diferencia
asociada al sexo en los niveles de transcripción de PTEN sugiere que esta enzima ejerce una función
diferente en función del sexo. En vista de este resultado proponemos que PTEN es capaz de actuar
protegiendo a las hembras de los efectos deletéreos del envejecimiento, dadas las funciones que lleva a
cabo. Así actuaría retrasando la aparición de los efectos del envejecimiento en la vasculatura, tal como
se ha visto en la progresión de la hipertrófia o la fibrosis a lo largo de esta tesis242.
Por otro lado, al evaluar si el SRA actúa sobre la transcripción de estas enzimas, se ha observado
que el PTEN no ve alterada su transcripción a causa del tratamiento con Losartan. Esto sugiere que se
trata de una enzima que promueve una protección cardiovascular en hembras independientemente de la
AngII.  Las enzimas AKT1 y AKT2 tampoco vieron alterada su transcripción debido al tratamiento
con Losartan en machos, pero si en hembras. Por otro lado, tanto RAPTOR como AKT1S1 se ven
incrementados  en  machos  debido  al  tratamiento  con  Losartan,  pero  en  hembras  disminuye  su
transcripción.
Por lo tanto, el Losartan ejerce un efecto protector en la vasculatura diferente en función del
sexo. Este  resultado  sugiere  que  el  Losartan  actúa  protegiendo  a  las  hembras  de  los  efectos  pro-
proliferativos,  de  supervivencia  y  de  migración  propios  de  la  vía  de  AKT/mTOR  mediante  la
disminución de AKT. Por otro lado en machos ejerce su protección incrementando aquellas enzimas
que inhiben la vía de AKT/mTOR impidiendo la actividad de mTOR, es decir, RAPTOR y AKT1S1.
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“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood. Now is the time to understand more, so




Con los resultados de esta tesis se puede concluir que:
Subproyecto 1. Proliferación de células musculares lisas durante el envejecimiento: el papel del miR-21
y la vía AKT/mTOR
1. El inicio del  envejecimiento vascular  se asocia  con la  hipertrofia  externa de las  arterias  
elásticas y musculares debido a la hiperplasia de las células del músculo liso vascular.
2.  La  hiperplasia  de  las  células  del  músculo  liso vascular  se  da  por  cambios  en  la  vía  de  
señalización de AKT/mTOR durante el envejecimiento que pueden cambiar el fenotipo de esas
células a un perfil más proliferativo.
3. El cambio en la expresión de miR-21 en la pared vascular de las arterias senescentes puede 
ser, en parte, responsable de los cambios en la vía AKT/mTOR y de la hiperplasia en la pared 
arterial.
Subproyecto 2. La disfunción endotelial mediada por ciclooxigenasas durante el envejecimiento está
regulada por angiotensina II de forma diferente en función del sexo.
1. El envejecimiento se asocia con un incremento de la repuesta a angiotensina II en aorta.
2. Los machos envejecidos muestran una disfunción endotelial causada por ciclooxigenasas y 
mediada por angiotensina II.
3.  En  hembras  envejecidas  la  función  endotelial  se  preserva  gracias  a  la  eNOS  y  a  la  
prostaglandina PGI2, a pesar de sufrir el mismo incremento de la respuesta a angiotensina II 
que los machos.
Subproyecto 3. Diferencias asociadas al sexo en el remodelado durante el envejecimiento vascular: rol
del sistema renina-angiotensina.
1.  El  envejecimiento  incrementa  el  estrés  oxidativo  e  induce  una  hiperplasia  en  la  aorta  
siguiendo un patrón diferente en hembras y machos.
2. La angiotensina II es la responsable de la hiperplasia, pero no del estrés oxidativo que se da 
con el envejecimiento.
3.  Existen  diferencias  asociadas  al  sexo  en  la  regulación  de  las  vías  de  señalización  de  
AKT/mTOR y en Hras, así como en su regulación por parte de la angiotensina II. 
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